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ВВЕДЕНИЕ 


Устойчивость микроорганизмов к лекарственным веществам 
является большим злом для медицинской практики и представ- 
ляет значительный теоретический интерес для изучения генетики 
изменчивости бактерий. 

В результате широкого применения антибиотических препа- 
ратов патогенные микроорганизмы могут достигать такой вы- 
сокой степени устойчивости к применяемым антибиотикам, что 
дальнейшее использование этих препаратов с лечебной целью *° 
становится бессмысленным. ‘ 

Первые данные о лекарственной устойчивости бактерий были 
получены М. Г. Косяковым, который в 1887 году наблюдал, как 
возбудитель сибирской язвы при многократных пересевах в сре- 
дах с возрастающими концентрациями буры приобретал способ- 
ность развиваться в присутствии таких количеств препарата 
(0,004%), которые обычно подавляли его рост. 

В последующие годы было опубликовано большое количество 
работ, посвященных изучению устойчивости патогенных и непа- 
тогенных микроорганизмов к различным химическим, физиче- 
ским, биологическим и другим факторам. Большинство этих 
исследований имели сугубо специальное значение и осуществля- 
лись чаще всего с целью демонстрации изменчивости микробов. , 

С введением в лечебную практику новых специфических пре- 
паратов — сульфаниламидов и антибиотиков — проблема лекар- 
ственной устойчивости приобрела более широкое значение и 
стала серьезным препятствием для эффективного применения 
этих ценных терапевтических средств. \ 

В обширных монографиях и обзорах Шнитцер и Грюнберг 
(1960), М. Н. Лебедева и С. Д. Воропаева (1960), МИзивазв 
(1971), Ю. О. Сазыкин (1972), Го\уБигу, АуйИе (1974), Навп 
(1976) и другие на основании обобщения большого количества 
данных мировой литературы и собственных исследований пока-_ 
зали, что неотработанность лечебных доз, непродуманность 
схем лечения, увлечение каким-либо одним антибиотиком, не- 
обоснованные сочетания или нерациональные замены препара- 
тов, недостаточное изучение чувствительности бактерий к ле-. 
карственным веществам и т. д. приводят к резкому снижению 
эффективности ряда антибиотнков при отдельных заболеваниях 
в силу развития резистентности. $ На 
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Быстрое нарастание количества устойчивых к антибиотикам 
штаммов бактерий определило важнейшие задачи исследовать. 
лей: изучение причин появления резистентных варнантов, выяс. 
нение факторов, способствующих их распространению, и, самое 
главное, поиск путей преодоления лекарственной устойчивости 
возбудителей инфекционных заболеваний. Первое, на что обра- 
тили внимание исследователи, была изменчивость, в некоторых 
случаях значительная, которой подвергалась чувствительная 
клетка, превращаясь в антибиотикоустойчивую. В связи с этим 
наметилось одно из направлений изучения причин ‚ВОЗНИКНОВе- 
ния резистентности — сравнительный биохимический и микро- 
биологический анализ устойчивых и чувствительных к антибио- 
тикам бактерий. В результате было обнаружено, что устойчивые 
микробы могут отличаться от чувствительных по морфологии, 
антигенным, ферментативным и другим свойствам, способности 
образовывать капсулы, окрашиваться по Граму, аминокислот- 
ному составу, количеству нуклеиновых кислот и ряду других 
особенностей. Эти данные послужили основанием для предполо- 
жений, что такая широкая изменчивость не может происходить 


без существенных изменений в генетическом аппарате бакте- 
риальной клетки. 


Открытия 60-х годов показ 
следственности» является 
(ДНК), в последовательност 


али, что основным «веществом на- 
дезоксирибонуклеиновая кислота 


зволило получить большое 


количество интересных сведений: были даны 
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к антибиотикам ш уЙго, обнар 


закономерности 
икроорганизмов 
ужен синтез ферментов, разру- 


4 


шающих антибиотики, исследована возможность возникновения 
устоичивых к антибиотикам бактерий под влиянием факторов 
неантибиотического характера (5-бромурацил, кофеин, ультра- 
фиолет и др.); изучена динамика возрастания степени устойчи- 
вости к различным антибиотикам, на основании чего были даны 
обоснования наиболее эффективных сочетаний антибиотиков 
ит. д. 

Однако с каждым годом все с большей ясностью обнаружи- 
валась ограниченность такого подхода к объяснению причин рас- 
пространения устойчивости к антибиотикам. Было показано, что 
при решении этой проблемы необходимо учитывать взаимодей- 
ствие отдельных бактерий в микробной популяции. Клетка, при- 
обретающая устойчивость, не должна рассматриваться изолиро- 
ванно от других членов биоценоза, сложившегося под влиянием 
условии среды и межвидовых и внутривидовых взаимоотноше- 
ний бактерий; в связи с этим при изучении процесса развития 
устоичивости недостаточно ограничиваться исследованиями осо- 
бенностей метаболизма резистентной клетки, свойств препарата, 
к которому возникает резистентность, и условий их взаимодей- 
ствия. Кроме того, было установлено, что для распространения 
устойчивых бактерий присутствие во внешней среде антибиотика, 
как фактора отбора, далеко не всегда является необходимым и 
что распространение устойчивых форм может быть не только 
внутривидовым процессом, но и связанным с микроорганизмами 
другого вида. Все это составило основу для предположения, что 
к существенным причинам появления и распространения рези- 
стентных бактерий относятся процессы активной или пассивной 
передачи ДНК от устойчивых к антибиотикам клеток чувстви- 
тельным. К таким процессам относятся конъюгация, трансдук- 
ция и трансформация бактерий (\!а{апаБе, 1963; И. М. Тере- 
шин, 1965, и др.). 

Обобщение и анализ литературных данных о трансдукции, 
трансформации и конъюгации привели к выводу об актуально- 
сти и перспективности исследований, направленных на выясне- 
ние значения названных генетических ‘процессов для появления 
и распространения антибиотикоустойчивых форм бактерий в ме- 
дицинской практике. Такое направление научных работ опреде- 
лило новый подход к изучению причин увеличения количества 
антибиотикоустойчивых штаммов, при котором учитывается: 
а) возможность межбактериальной передачи резистентности; . 
в том числе от непатогенных видов микроорганизмов к патоген- 
ным, например от Е. сой к $В. Нехпег!; 6) распространение 
устойчивых форм в отсутствие антибиотика; в) значение плаз- 
мид и трансдуцирующих фагов для возникновения бактерий, 
устойчивых к ряду антибиотиков; г) генетическая трансформа- 
ция как исходное звено для последующего отбора резистентных 
клеток при участии антибиотика. Перечисленные факторы слу- 
жат основой для выдвижения новых задач в области изыскания. 


средств, подавляющих резистентность бактерий или предотвра. 
щающих их появление. Это прежде РЕ обнаружение таких 
препаратов, которые бы в значительной степени подавляли или | 
угнетали полностью передачу антибиотикоустойчивости при 
трансдукции, трансформации или конъюгации и в то же время | 
были безвредными в применяемых концентрациях для орга- 
‘низма человека или животных. Особые усилия необходимо на. 
править на разработку средств угнетения трансдукционных и | 
конъюгационных механизмов межклеточного переноса генетиче- 
ских детерминант резистентности. 

Прогресс в области молекулярной биологии и молекулярной 
генетики определил новые направления поиска средств для пре- 
одоления лекарственной устойчивости микроорганизмов. На ос- 


резистентности патогенных 
микробов к лекарственным веществам. : 


Глава | 


СОВРЕМЕННЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ 

ОБ ЭПИДЕМИОЛОГИИ И МЕХАНИЗМАХ 
ЛЕКАРСТВЕННОЙ УСТОЙЧИВОСТИ 
МИКРООРГАНИЗМОВ 


Вскоре после введения в медицинскую практику таких высо- 
коэффективных химиотерапевтических препаратов, как сульфа- 
ниламиды и антибиотики, в литературе были опубликованы со- 
общения о появлении устойчивых к сульфаниламидам (Мас!еап 
еЁ а1., 1939), пенициллину (АБгараи ей а|., 1941) и стрептоми- 
цину (Миггау еЁ а|., 1954) штаммов патогенных микроорга- 
НИЗМОВ. 

Характеризуя современную ситуацию (О4ауа, 1974; НоЙтап, 

1974, и др.), можно констатировать, что в настоящее время ста- 
филококки, выделенные от больных, устойчивы к пенициллину = 
в 70—90% наблюдений, к стрептомицину, тетрациклину, левоми- =: 
цетину более чем в 50%, к антибиотикам-макролидам — в 30%. 
Среди бактерий группы кишечной палочки около половины 
штаммов устойчивы к тетрациклинам, левомицетину, стрепто- 
мицину. Этот перечень мог бы быть продолжен применительно 
почти к каждому виду бактерий (С. М. Навашин, 1975). 

Замечено, что количество резистентных клеток в первона- 
чально чувствительной популяции бактерий нарастает с исклю- 
чительно высокой скоростью, которая объясняется (МИзиваз В! 
еЁ а|., 1971) следующими факторами: а) коротким периодом ге- 
нерации микробов; 6) огромным количеством клеток в бакте- 
риальной популяции; в) межбактериальным переносом генов 
резистентности; г) инфицированностью бактерий эписомными 
факторами; д) широким использованием антибиотических ве- 
ществ, создающих селективный фон для резистентных мутантов. 

Изучение биохимических механизмов устойчивости к анти- 
биотикам показало, что формирование резистентности бактерий 
в опытах ш уЙго отличается по своей биохимической и генетиче- 
ской основе от процесса повышения устойчивости клинических 
штаммов патогенных микроорганизмов. Например, устойчивые 
к пенициллину штаммы стафилококков, полученные в условиях 
лаборатории, в ряде случаев не обладают В-лактамазной актив- 
ностью, в то время как наличие названного фермента служит 
основным фактором пенициллинрезистентности кокков, изолиро- 
ванных в клиниках. Или другой факт: при повторных пересевах * 
представителей рода ${арНу/!ососсиз в присутствии хлорамфени- 
кола бактерии становятся устойчивыми к этому антибиотику, о 
в отличие от штаммов, выделенных из кишечника больного, с 


не способны инактивировать хлорамфеникол путем ацетилиро. 
вания. МИзиназв! (1971) в качестве причин различий между 
антибиотикоустойчивыми штаммами лабораторного происхож. 
дения и выделенными в клинике рассматривает следующие два 
момента: а) наличие нескольких биохимических механизмов ре- 
зистентности к одному антибиотику, проявляющихся в зависи. 
мости от условий существования микробной клетки, и 6) широ- 
кое распространение среди клинических штаммов А-факторов, 
характеризующихся определенным набором генетических детер- 
минант, которые, контролируя специфический механизм рези- 
стентности, могут становиться трансферабельными и способны 
использовать для своего распространения не только конъюга- 
цию, но и трансдукцию. 

Лекарственная устойчивость может быть конститутивной и 
индуцированной (НазВтофо е| а|., 1968; Гпоце ей а|., 1969). Для 
первого типа резистентности характерны высокая стабильность и 
наследственная. закрепленность независимо от наличия в среде 
антибиотика. Индуцированную устойчивость можно продемон- 
стрировать чаще в результате пересевов штамма с субингиби- 
торными концентрациями антибиотического вещества. 

; Следует отметить, что в литературе описано довольно много 
штаммов стафилококков с индуцированной резистентностью 
к антибиотикам (МИзиназНЬ, 1971). Особенно большое количе- 
ство работ посвящено индукции устойчивости к макролидным 
антибиотикам (\/еаБег её а1., 1964), из которых наиболее эф- 
фективным индуцирующим агентом является эритромицин, ме- 
нее активен в этом отношении олеандомицин. 

В лаборатории МИзивазЬ! были выделены мутанты стафило- 
кокков, характеризующиеся как конститутивным, так и индуци- 
рованным типом резистентности к линкомицину, олеандомицину 
и эритромицину (Кигазвюе е{ а1., 1972). Статистические обоб- 
щения приводят к заключению, что преобладающим типом ус- 
тойчивости стафилоккоков к перечисленным антибиотикам сле- 
дует считать конститутивный. В связи с этим МИзиназЬ! была 
предложена гипотеза о генетической взаимосвязи индуцирован- 
ной и конститутивной резистентности. По его представлениям 
(МИзиназ, 1971), введение в клинику эритромицина первона- 
чально привело к появлению индуцированных эритромициноре- 
зистентных вариантов, которые в дальнейшем вследствие широ- 
кого использования других макролидных антибиотиков — олеан- 
домицина, джосамицина — послужили генетической основой для 
отбора устойчивых к макролидам мутантов конститутивного 
типа, распространенных, как правило, в условиях клиник 
(Ме! ит е{ а1|., 1971). Согласно результатам генетических и 
биохимических исследований повышенная устойчивость к анти- 
биотикам-макролидам после индукции объясняется изменением 
рибосом, что снижает эффективность связывания последних 
с антибиотиками. Существенная роль принадлежит также мута- 


ционному изменению репрессорного белка, приобретающему 
в результате мутации сродство к молекуле антибиотика. Кигаз- 
ое её а|. (1972) показали возможность индукции резистентно- 
сти к эритромицину у 5. аигеиз в опытах на белых мышах: уже 
через 2 ч после инъекции антибиотика из органов животных вы- 
севались эритромициноустойчивые стафилококки. Однако было 
достаточно двух дней, чтобы (при отсутствии введения антибио- 
тика) популяция стафилококков вновь стала чувствительной 
к эритромицину. 

Индуцированная устойчивость микроорганизмов к антибио- 
тикам давно привлекает внимание исследователей (НпзВе]- 
\гоо4, 1946). Различные авторы называют ее по-разному: «фено- 
типическая модификация устойчивости» (И. А. Захаров и др., 
1967), «адаптация к антибиотику» (Севаг, Курси, 1970) ит. д., 
но все единодушны в том, что определяющим свойством этого 
типа резистентности бактерий к антибиотикам является сравни- 
тельно быстрое снижение уровня устойчивости в условиях, ис- 
ключающих присутствие антибиотика. В этом состоит главное 
отличие названного типа резистентности от конститутивного 
типа устойчивости бактериальных клеток к антибиотическим 
препаратам. 

Как показывает анализ данных литературы (Копо её а1., 
1969), индуцированную устойчивость к антибиотикам наблю- 
дали главным образом среди патогенных штаммов $. аигецз. 

Сообщается, что накопление меченого эритромицина стафи- 
лококками резко уменьшается после предварительного воздей- 
ствия антибиотика на микробные клетки (\/еаБег е# а|., 1964). 
Процесс индукции устойчивости к макролидам или тетрацик- 
лину в значительной степени угнетался в присутствии таких 
ингибиторов, как хлорамфеникол, актиномицин Р, а при куль- 
тивировании гистидинзависимых штаммов — и в условиях недо- 
статка гистидина (\МеаБег е{ а|., 1964). Эти данные указывают 
на существенную роль синтеза белка и нуклеиновых кислот 
в клеточной перестройке, связанной с индукцией резистентно- 
сти. Исследователи отмечают большое разнообразие биохимиче- 
ских механизмов индуцированной устойчивости в зависимости от 
антибиотика-индуктора: например, пенициллин и его производ- 
ные индуцируют образование В-лактамазы, хлорамфеникол и его 
производные — хлорамфениколацетилтрансферазы, тетрациклин 
и его производные — понижение проницаемости клеточной обо- 
лочки, эритромицин, олеандомицин и производные эритроми- 
цина — снижение эффективности образования комплекса анти- 
биотик — рибосома (Гейл и др., 1975). й 
Как конститутивная, так и индуцированная устойчивость 
имеют генетическую основу (Ретегес, Нагётап, 1959). Это было 
доказано с помощью метода реплик (Ге4егЬего её а|., 1952) и 
флюктуационного анализа (Глиа её а|., 1943), которые подтвер- 
дили предположение, что лекарственноустойчивые мутанты 


!  оаеща 


появляются спонтанно до применения химиотерапевтическое 
агента и что роль последнего заключается прежде всего в от. 
боре резистентных микробных клеток. | м 

Наряду с этим в литературе опубликованы данные (Кгётегу, 
1967), из которых следует, что антибиотические вещества в не. 
которых случаях могут сами быть мутагенами. 

Исследования последнего десятилетия убедительно пока- 
зали, что трансмиссивным плазмидным генетическим структу- 
рам — К-факторам — принадлежит наиболее существенная роль 
в распространении среди патогенных микроорганизмов рези- 
стентности к тетрациклину, хлорамфениколу, стрептомицину, 


` сульфаниламидам, ампициллину и канамицину (МИзиваз 1, 


1969). Важными свойствами К-факторов являются их передача 
при клеточном контакте и автономная репликация (\афапаье, 
1963). Эти особенности Ю-факторов проявляются не только ш 
уЦго, но и ш \1\0, что дает основание сделать вывод о их значе- 
нии для эволюции бактерий (МИзираз Ш, 1971). 

Впервые возможность межбактериальной передачи рези- 
стентности к лекарственным веществам была показана в 1959 
году, когда две группы японских ученых (АКФа е{ а|., 1960) не- 
зависимо друг от друга наблюдали перенос множественной ус- 
тойчивости к антибиотикам и сульфаниламидам в смешанной 
культуре Е. сой и $5ШоеПа (АКШа, 1960). Использование метода 
Рау!$, который в 1950 году доказал значение клеточного кон- 
такта (конъюгации) для передачи другого плазмидного фак- 
тора, дало возможность Аа её а|. и МИзиваз В! её а1. заклю- 
чить, что аналогичное явление имеет место и при АЮ-переносе. 
Инкубация смеси небольшого числа бактериальных клеток — но- 
сителей трансмиссивного К-фактора с большим количеством ан- 
тибиотикочувствительных реципиентов приводила к быстрому 
приобретению большинством реципиентных клеток резистент- 
ности к антибиотику, что послужило одним из доказа- 
тельств более быстрой репликации Ю-факторов по сравнению 
с бактериальной хромосомой донорских клеток (\/а{апаБе, 
1963). Первые исследования (МИзиразв, 1963) Распространен- 
ности переноса К-факторов обнаружили наличие этого процесса 
среди всех видов семейства Ещегора‹{егасеае, Раз. рез#$ и 
отдельных видов семейства \1т10. В дальнейшем круг микро- 
организмов — обладателей Ю-факторов, значительно расши- 
рился. 

В настоящее время исследователи располагают данными 
о возможности переноса устойчивости к большинству антибиоти- 
ков и сульфаниламидных препаратов, применяемых в медицине. 

Сразу после открытия межклеточного переноса резистент- 
ности внимание ученых и клиницистов привлекли вопросы эпи- 
демиологии К-факторов. В частности, в Японии в результате 
усилий 33 крупнейших микробиологических лабораторий 
в 1965—1966 годах была проанализирована устойчивость к ан- 


тибиотикам 8168 резистентных штаммов ЗЫ! ееИа, ЕзепенеМа, 
КерзеПа, Аегораег, Рго{еиз, Рзеийотопаз. Более чем 70% 
В-факторов были четырехвалентными (носители устойчивости 

к четырем лекарственным веществам — Тс!, СМ, $М и ЗА), 
14,5% — трехвалентными (СМ, $5М, 54), 7,1% — двухвалент- 
ными и 7,4% — одновалентными. 

Опубликовано много сообщений о распространении К-фак- 
торов в различных странах мира. Интересно, что К-факторы 
были найдены среди штаммов микроорганизмов, выделенных 
в таких местах, где применение антибиотических препаратов 
было полностью исключено (\/а{апаБе, 1971). Это обстоятель- 
ство служит возможным доказательством точки зрения ЕП- 
шопа (1973), что происхождение К-факторов не связано с ши- 
роким применением антибактериальных веществ, а является 
отражением сложных генетических изменений в микробных по- 
пуляциях в процессе эволюции. 

Значение антибиотиков как селективных веществ, опреде- 
ляющих отбор штаммов — носителей К-факторов, было еще раз 
подтверждено при анализе резистентности микробных культур, 
выделенных от животных (\МаЦоп, 1971; УиКез, 1971), длитель- 
ное время получавших антибиотики (как стимуляторы роста 
или лечебные препараты). 

В обзорах МИзипаз №! (1971), \Мафапаре её а|., (1972), тив 
(1971), Тагойпеп (1971) и др. приводятся сведения о высокой 
устойчивости к антибиотикам и носительстве К-факторов среди 
штаммов как патогенных (За!попеПа), так и непатогенных для 
человека микроорганизмов, изолированных от крупного рогатого 
скота, домашней птицы, свиней и других сельскохозяйственных 
животных, а также от ценных пород рыб в рыбохозяйствах. Это 
делает вероятным возможность передачи К-плазмид от предста- 
вителей кишечной микрофлоры животных, птиц и рыб возбуди- 
телям заболеваний человека. 

Останавливаясь на эпидемиологических аспектах устойчиво- 
сти к антибиотикам, необходимо выделить ряд обстоятельств, 
значение которых для получения определенного представления 
о закономерностях распространения К-факторов, чрезвычайно 
велико: 

1. Наличие природного резервуара бактериальных штам- 
мов — носителей Ю-факторов, который составляют сельскохозяй- 
ственные и дикие животные, птицы и рыбы с микрофлорой, 
инфицированной К-факторами. (МИзивазВ{ её а|., 1967а), и 
здоровые люди, в кишечнике которых обитают микроорганизмы, 
несущие Ю-факторы, а также микробы сточных вод. 

2 Возможность межбактериальной передачи Ю-факторов от 
непатогенных микробных видов, чаще всего кишечной палочки, ^_ 


1 Те == тетрациклин, СМ = хлорамфеникол, ЗМ = етрептомиции, "АА ны 
сульфаниламиды. _ Ч 4 и. 


патогенным, таким как ЭмееПа, аи, „Егунма, Зайтопейа, 
КиеБз!еПа, Рго\!4епс!а и др. (\ аЁапаБе, 1963) ) 

3. Зависимость некоторых свойств (вирулентность, конта. 
тиозность и др.) бактериальных штаммов, обладающих Ю-фак. 
торами, от характера патологического материала (моча, хирур- 
гические материалы, кал и Т. д.), возраста больного, условий 
его жизни и ряда других эпидемиологических факторов. 

4. Широкое использование вычислительной техники для 

учета происхождения и эпидемиологического значения Ю-фак- 
торов. 
Результаты изучения ‘эпидемиологии Ю-факторов привели 
к выводу о серьезной опасности дальнейшего распространения 
этого типа плазмид среди патогенных микроорганизмов и не- 
обходимости изыскания путей подавления передачи К-факто- 
ров и их элиминации из инфицированных микробных клеток. 
Фундаментом для рационального подхода к постановке исследо- 
ваний в указанном направлении могли быть данные о генети- 
ческих, физиологических и молекулярно-биологических свойст- 
вах Ю-факторов. В связи с этим учеными разных стран был 
предпринят ряд разработок, направленных на всестороннее 
изучение А-факторов и процесса их передачи. 

В аспекте генетического анализа передающейся устойчиво- 
сти были изучены детерминанты, обусловливающие резистент- 
ность микробов к лекарственным веществам, ее стабильность, 
автономную репликацию КЮ-факторов, способность к переносу 
в период конъюгации, особенности взаимодействия с другими 
генетическими элементами (Р, Со[, другие К-факторы, хромо- 
сомные структуры, фаги). 

Как отмечает МИзивазЬ! (1971), гены, регулирующие коли- 
чественный уровень резистентности, пока не обнаружены в ге- 
нетической структуре Ю-фактора. Это обстоятельство делает 
возможным предположение, что устойчивость резистентного 
штамма к тем или иным антибиотикам является следствием 
экспрессии определенных структурных генов Ю-фактора. Про- 
дукты активности некоторых таких генов, как показали биохи- 
мические исследования, представляют собой СМ-ацетилтранс- 
фераза, З5М-аденилирующий фермент, КМ-фосфорилирующий 
(КМ-канамицин) или ацетилирующий ферменты ($Зва\, 1967; 
Отерха\ма е а|., 1967а, в). Установлено, что КМ-ацетилирующий 
фермент обеспечивает КМ-устойчивость не более чем 
к 100 мкг/мл антибиотика, а фермент, фосфорилирующий кана- 
‘мицин,—к 400 мкг/мл. С другой стороны, существует от одного 
до трех генов К-фактора резистентности к хлорамфениколу, 
уровень которой зависит от того, сколько из этих генов интег- 
рировано в хромосому клетки хозяина. 

Биохимический анализ В-лактамазы, продуцируемой штам- 
мами, содержащими К-факторы, показал, что имеется по край- 
ней мере два типа названного фермента, различающиеся между 


собой изоэлектрической точкой, оптимумом РН и температурой 
специфической активности. Не исключено, что наблюдаемые 
различия определяются наличием двух структурных генов, де- 
терминирующих синтез двух разных В-лактамаз. 

Как известно, несколько типов лекарственной устойчивости 
штаммов микроорганизмов, носителей К-факторов, различаю- 
щихся по фенотипу, передаются при конъюгации реципиентным 
клеткам или элиминируются акрифлавином как одна изоли- 
рованная сцепленная структура. Это означает, что гены резис- 
тентности к антибиотикам расположены на одном геноме Ю- 
фактора (МИзипазШ, 1971). 

Способность к межбактериальному переносу является одним 
из наиболее важных свойств Ю-фактора. Ряд авторов, наблю- 
давших, что перенос А-факторов происходит независимо от по- 
лярности К-фактора и что клетки донора необратимо теряют 
детерминанты резистентности, пришли к заключению о суще- 
ственных различиях между открытой Жакобом и Волманом 
эписомой Е и Ю-факторами. Хорошо известно, что некоторые 
Ю-факторы подавляют активность Е-эписом при одновременном 
их присутствии в цитоплазме клетки (\Ма{апаБе её а|., 1964). 
Это свойство послужило основой для разделения Ю-факторов 
на две группы: подавляющие Е-факторы (П*) и неподавляю- 
щие (}—)'. 

Заслуживающим внимания явлением представляется взаи- 
модействие Ю-факторов с другими бактериальными эписомами. 
Так, в процессе конъюгации донорские клетки, несущие К-фак- 
торы и Со/-факторы, могут передавать реципиентам оба эпи- 
сомных элемента, причем в некоторых случаях перенос Со1- 
факторов происходит посредством В-факторов (Егедегса ей. а|., 
1971). В качестве примера взаимодействия эписом можно рас- 
сматривать генетическую рекомбинацию между ЮТЕ-фактором 
(Т-фактор) и г-детерминантами, которые могут самостоятельно 
существовать в бактериальных клетках, и только в результате 
конъюгации, когда они оказываются в одной клетке, происходит 
их объединение в К-фактор. 

В последнее время многие исследователи (Е1сБтопа, 1973) 
предпринимали попытки биохимического и генетического ана- 
лиза Т ({гапз{ег)-фактора. Путем сравнения ДНК из бактери- 
альных клеток, способных к передаче В-факторов, и вариантов 
этих клеток, лишенных Т-фактора, была найдена (Во\п@ е# а|., 
1971) молекулярная масса последнего — 50 108. Е1евтопа 
(1973) наделяет Т-фактор довольно широким набором функций, 
среди которых: инициация И регуляция репликации плазмид- 
ной ДНК, поддержание плазмиды в клетке и сегрегация ее _ 
в дочернюю клетку при делении, генетической контроль син- 


1 Характеристику общепринятых в генетике обозначений см. Браун В. «Ге- 
нетика бактерий», М., 1968. у | У 


теза веществ, необходимых для конъюгации, переносе ДНК 8 
Е о нномикроскопическое изучение микробных лето 
а: Ю-факторами, показало налич те на Сто 0бо- 
лочке специфических микроструктур — пилусов ( аНа еЕ а. 
1966), играющих важную роль В влении конЪюгация 
бактерий. Около 50% штаммов — носителей -факторов, ха 
рактеризуются наличием Ю-пилусов, сходных по своим харак- | 
теристикам с Р-пилусами, остальные Ю-факторы детерминируют 


образование пилусов, подобных пилусам Со штаммов (Меу- 
’ пе! её а1., 1969). - 5 | 8 
В результате генетического анализа (МИзиваз, 1971) были ь.* 
получены доказательства того, что способность к конъюгаци, \ 
взаимоотношения с ЁР-факторами, формирование пилусов конт- ' 
г Е 
ролируются отдельными генами с локализацией на Ю-факторе, Ь 


К-факторы способны к автономной репликации в клетке 
хозяина, что доказывается следующими фактами: а) повыше- 
нием числа Кт-клеток в смешанной культуре, содержащей не- 
большое количество Ю+-доноров (\а{апаье, 1963); 6) подавле- | 
нием межбактериальной передачи К-факторов ингибиторами № 
ДНК-полимеразы (МИзиразп! её а|., 1966): в) необратимой ‚ма 
элиминацией К-фактора. 

Кроме того, было найдено, что К-факторов в клетках Рго- 
1еиз более десяти, а в клетках В. со — не более одного. Экспе- 
риментальные данные Ко\п@ могут служить основанием для 
предположения о том, что количество Ю-факторов в бактери- 
альной клетке детерминируется генами (или геном), входящим 
в состав хромосомы клетки-хозяина (МИзиразВ, 1971). 

В литературе описано. несколько 


зованием другой эписомы |} 
образованием двух новых | 
молекул ДНК с (Г+Ц) — 
48% и (Г+Ц) — 56%. Необходимо подчеркнуть, т к } 
ДНК, взаимодействия ее 


ческих веществ, действую- 
м микроорганизмы. `^ 

нимания заслуживают дан- 
ном ограничении некоторых 


с возможной конкуренцией 
эписом за «локусы прикрепления» на цитоплазматической мем- 


бране. Не исключено, что в будущем удастся найти такие пре- 
параты, которые можно было бы использовать для инактива- 
ции «локусов прикрепления» Ю-факторов. 

Точная роль К-фактора и продуктов его функции в обеспе- 
чении переноса ДНК в процессе конъюгации представляется 
довольно неясной. Наиболее интересные данные, касающиеся 
этого > получены в опытах с использованием К+-«мини- 
клеток»! Е. соЙ в качестве доноров (реципиентами при конъ- 
югации служили чувствительные к антибиотику бактерии Е. 
сой!). Было установлено (1еуу, 1971), что Ю+-<мини-клетки» 
могут конъюгировать с К--реципиентами и что частота переноса 
Ю-факторов в этом случае не отличается от скрещиваний, в ко- 
торых принимают участие обычные А+\-доноры. Следует отме- 
тить способность А+-мини-клеток многократно, при последова- 
тельных конъюгациях передавать Ю-факторы реципиентным 
клеткам, что позволяет предполагать наличие всей необходимой 
для переноса детерминант резистентности генетической инфор- 
мации в самих Ю-факторах: Ю+-«мини-клетки» были полностью 
лишены хромосомных генов (Геуу, 1971). 

В обзоре Е1сЬтопа (1973) обобщаются современные воззре- 
ния на межбактериальный перенос К-факторов как на исклю- 
чительно сложный, многостадийный генетический процесс: 

1. Образование пилусов на клеточной стенке бактерий, не- 
сущих Ю-фактор, что означает приобретение бактериальными 
клетками способности к переносу плазмид. 

2 Сближение донорской клетки (с пилусами) с соответст- 
вующим реципиентом и формирование между бактериями пи- 
лусного мостика, который может быть в несколько раз длиннее, 
чем участвующие в конъюгации микробные клетки. 

3. После определенного сигнала, который, по всей вероят- 
ности; имеет место в результате «наведения» между донором и 
и реципиентом мостика, одна цепочка ДНК Ю-фактора донор- 
ской клетки с помощью мостика при наличии эффективного 
контакта с реципиентом переходит в последний. 

4. Попав в реципиент, одноцепочечная ДНК, вероятно, вза- 
имодействует со специфическим локусом на реципиентной мем- 
бране и после этого немедленно начинается синтез комплемен- 
тарной цепочки ДНК. 

5. Образовавшаяся линейная двухцепочечная ДНК, по-види- 
мому, ‘оставаясь в прикрепленном к мембране состоянии, пре- 
вращается в кольцевую форму путем ковалентного «замыкания» 
одной из цепочек. 

6. Репликативная форма плазмиды остается в прикреплен- 
ном состоянии до следующего клеточного деления или начинает 


самокопирование, в результате которого образуется ее дубликат, | 


 Мнниклетки представляют собой бактериальные мутанты, в цитоплазме 


Я 


освобождающийся в цитоплазму в виде ковалентно связанной 
циклической молекулы ДНК. 

7. В двухцепочечной форме о ыы МОГУТ транскри. 
бироваться и транслироваться, что от к фенотипической 
экспрессии генов устойчивости к антибиотикам, локализованным 
на А-факторе. 

8. Гены А-фактора, детерминирующие образование пилусов, 
также начинают фенотипически проявляться, вследствие чего 
реципиентная клетка становится потенциальным донором. 

9. Перед клеточным делением мембранный локус вместе 
с расположенным на нем К-фактором дуплицируется, и каждая 
из двух копий К-фактора прикрепляется к мембранным локу- 
сам дочерних клеток, при этом копии плазмид сегрегируются, 

10. Цитоплазматические копии К-факторов разделяются ме- 
жду дочерними. клетками, по всей вероятности случайным 
образом. 

И. После определенного периода, продолжительность кото- 
рого зависит от генетических особенностей плазмиды, начинает 
репрессироваться синтез пилусов. 


упомянуть ген (й/5-ген), контролирующий возможность суперин- 


Использование методов рекомбинационного анализа, изучение 
сегрегации различных К-факторов, применение трансдукции 
позволило получить представление об относительной локализа- 
ции различных генов, К-фактора и составить карту циркулярной 
генетической структуры К-фактора. 


дено, что К-факторы весьма эффективно интегрируются с бак- 
териальной хромосомой. Нагада е{ а|., (1967а, Ь) 


СтЯ-гены на хромосоме мутантов Е. со В и К-[2 происходят 
от генома К-фактора. Реагсе и Меупе!| (1968) продемонстриро- 
вали ряд данных, анализ которых позволяет предположить вре- 
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ческого состояния донорских 

хи реципиен ‹ клеток 
конъюгационного переноса К-факторов Е вп 
освещение современных представлений ров 


дов в этой области изучену : 

В этой главе мы и ой 
ших результатов исследований еее ны 
проблеме. ) уоликованных по названной 

Как было показано (МИзиваз\, 1971), наиболее эффективно 
межбактериальный перенос Ю-фактора происходит 

ь : } в период 
ранней стационарной фазы размножения клеток донора, пере- 
нос значительно подавляется в анаэробных условиях, оптималь- 
ная температура для передачи Ю-факторов от донорских клеток 
аи в пределах 37—42° С, наиболее подхо- 

Существенное влияние на результативность конъюгации ока- 
зывает соотношение донорских и реципиентных клеток в сме- 
шанной бактериальной культуре. 

Применение ингибиторного анализа (АЮа ей а|., 1961; Еба- 
\а е{ а|., 1961) дало возможность получить представление о 
значении гликолиза (Еса\а е{ а|., 1961), синтеза нуклеиновых 
кислот (МИзипазВ1 её а|., 1966), образования различных фер- 
ментов (Еба\уа еЁ а|., 1961), состояния мембранных структур 
(\а{апаБе, 1963), клеточной стенки (АаеЪего её а1., 1965), бе- 
локсинтезирующего аппарата донорских и реципиентных кле- 
ток (И. М. Терешин и др., 1965) для оптимального прохожде- 
ния межбактериального процесса передачи К-факторов. 

Ром её а|. (1966) сообщают, что при центрифугировании 
в градиенте плотности СзС! ДНК, выделенной из клеток 
пигаБ 5, носителей Ю-фактора, последний обнаруживается 
в виде сателлитной ДНК с плотностью 1,718 г/см3, что соответ- 
ствует ГЦ-типу состава оснований (58%). Было найдено, что 
соотношение ДНК К-фактора и хромосомной ДНК определя- 
ется фазой роста клеток хозяина: на всем протяжении экспонен- 
циальной фазы процентное содержание В-ДНК остается 
постоянным, в начале стационарной фазы отношение ДНК 
В-фактора к ДНК хромосомы начинает возрастать, что сопро- 
вождается увеличением числа Е-факторов на одну хромосому 
клеки хозяина в 3-4 раза. (Компа её а|., 1969). 

В отличие от Р. имга М, как отмечается в ряде работ 
(Коли е{ а|., 1966), в резистентных штаммах Е. сой и Зегга- 
На тагсезсепз на одну хромосому хозяина приходится один 
В-фактор. Предполагается, что в бактериальных клетках на- 
званных видов имеет место более «жесткий» контроль за реп- 
ликацией плазмид, чем в клетках Р. шгаБШз. В результате 
дальнейших исследований, проведенных рядом авторов (На- 
тада е{ а|., 1963) с использованием методов трансдукции и ана- 


т нные, из 
литического льтрацентрифугирования, ‚получены да ; 
которых а вывод (МИзипазВЬ, 1971), что В-фактор 
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роцессе 
будет дано 
и методических подхо- 


состоит из двух молекулярных структур: фактора переноса 
или КТЁ) и собственно фактора ЕТ НЕБОСТИ (’-детерминан. 
ты), который включает в себя не только гены Устойчивост 
к лекарственным веществам, но и гены, контролиру Ющие авто. 
номную репликацию и стабильность в клетке К-фактора. Пред. 
полагается, что фактор переноса и ’-детерминанты не всегда 
находятся в одной бактериальной клетке и что Формирование 
К-фактора и его перенос возможны только в случае рекомби. 
нации между ними, эффективность которой зависит от физио- 
логического состояния микробной клетки. 

Рассматривая различия фенотипов хромосомной и плазмид- 
ной резистентности к антибиотикам, необходимо указать на воз. 
можность одновременного присутствия в клетке генов устойчи- 
вости, расположенных на хромосоме, и К-факторов (Меупе| 
еЁ а1., 1968). Обычно такое «сосуществование» носит синергид- 
ный характер, что делает микробную клетку весьма устойчивой 
к действию антибиотических веществ (С тора, Ранцег, 1964) 

бнаружено несколько вариантов 
к антибиотикам при совмещении в о 
внехромосомных и хромосомных 
(С. А. Лебедева и др., 1973): 

1. В присутствии К-фактора выявлено неа 
шение резистентности к канамицину, 
фениколу у мутантов, устойчивы 


изменения резистентности 
дной бактериальной клетке 
детерминантов устойчивости 


декватное повы- 


ну хромосомные му- 
сохранили уровень 


нами; «суммарная» устойчивость слабо 
превышала ожидаемую теоретически. 
3. Резистентность пенициллино- 
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ному воздеиствию антибиотического вещества на ба , 
3 . - ета = р ИБС а оактериаль- 
ную клетку и способствует превращению последней ие. 
тико стойчивую Та ве : оследнеи в антиоио- 

у ую. Такой механизм резистен С 
ЕЕ всего сре З тности распространен 
р реди мутантов, полученных в лаборато ку 

ях, хотя описаны фа о: раторння а 
ловиях, т факты, показывающие, что он имеет зна- 
чение и в условиях клиники. 2) Плазмидная устойчивость клет- 
ки, в в химической модификации и последующей 
ам антибиотика или же в снижении проницаемости 
мем ран. Е ногочисленные исследования различных авторов 
(Е1сптопа, 1973) убедительно показали, что именно второму 
механизму принадлежит ведущее место среди причин появления 
и распространения антибиотикоустойчивых микроорганизмов 
в клиниках, детских учреждениях и т. д. 

В связи с этим представляется целесообразным остановиться 
в общих чертах на молекулярно-биологических особенностях 
мутантов, изолированных в лабораториях, и дать более подроб- 
ное описание биохимических механизмов резистентности штам- 
мов, выделенных из природных источников (как отмечалось 
выше, подавляющее количество таких штаммов являются но- 
сителями Ю-факторов). Естественно, что здесь будут затронуты 
механизмы резистентности лишь к тем антибиотикам, которые 
широко применяются в медицинской практике. 

Что касается лабораторных мутантов, то механизмы их ре- 
зистентности к антибиотикам можно разделить на два типа. 


ИЗМЕНЕНИЕ БЕЛОКСИНТЕЗИРУЮЩЕГО АППАРАТА 
КЛЕТКИ И СИНТЕЗА НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


Большой прогресс в изучении этого типа резистентности был 
обусловлен широким использованием таких антибиотиков, как 
хлорамфеникол, пуромицин, тетрациклин и др. в качестве спе- 
цифических ингибиторов синтеза белка. Исключительно деталь- 
ный обзор на эту тему представлен в монографии Ю. О. Сазы- 
кина (1972). В основу большинства исследований механизмов 
резистентности, связанных с изменением белоксинтезирующего 
аппарата бактерий, легла способность рибосомных субъединиц 
к самосборке в полноценные рибосомы (Мотига её а|., 1970). 
Использование этого подхода позволило установить, что изме- 
нение малой субъединицы (30$) ответственно за резистентность 
рибосом к аминогликозидным антибиотикам — стрептомицину, 
спе ицину, канамицину. - ка 

а х большой Х бъединице (505) могут вызывать 
резистентность рибосом к антибиотикам-макролидам, в част- 
ности, к эритромицину и К спиромицину. ры субъе 
ницы теряют способность связывать антибиотик. Так, ; 
субъединицы рибосом из резистентного к стрептомицину штам- 
ма Е. со! не связывали дигидрострептомицин в условиях, в ко- 
торых наблюдалось эквимолярное связывание антибиотика с 


Сет”: 


305-субчастицами ем ие Тапака 
1968). На ряде мутантов Е. сой бы. ‹азана прямая корр 
ляция между степенью резистентности и снижением константы 
связывания антибиотика. У резистентного к эритромицин 
штамма Вас. зи 68 константа связывания 50$-субчастиц ри. 
босом с антибиотиком оказалась почти на 2 порядка НИЖе, чем 
у чувствительного штамма, 50$-субъединицы рибосом мутантов 
$. ашеиз с конститутивной или индуцированной- резистент. 
ностью к спирамицину связывали антибиотик значительно сла. 
бее, чем субъединицы рибосом чувствительного штамма ($1. 
ии её а|., 1971). 

В связи с интенсивным развитием методов препаративного 
разделения рибосомальных белков и успехами в сборке актив- 
ных субъединиц рибосом из отдельных компонентов удалось 
установить, какие белки ответственны за возникновение резис- 
тентности к тем или иным антибиотикам. Так, показано, что 
резистентность к стрептомицину у мутанта Е. со! Оз возникает 
вследствие изменений Рь белка малой субъединицы. 

Канамицин и неомицин очень сходны со стрептомицином 
по характеру действия на синтез белка и на рибосомы. Как и 
последний, они не только тормозят синтез белка, но и вызы- 
вают ошибки в трансляции (Тапака еЁ а|., 1967), защищают 
рибосомы от температурной денатурации (ЗВаот, Вгоск, 1967) 
и стабилизируют ассоциацию  рибосомальных субчастиц 
(Е. Б. Лишневская и др., 1971). Во взаимодействии канами- 
цина (а возможно, и неомицина) с рибосомой принимает уча- 
стие тот же белок Рио, который ответствен за взаимодействие со 
стрептомицином. Однако канамицин и неомицин вызывали 
ошибки считывания в бесклеточной системе с рибосомами не 
только из чувствительного, но и из резистентного к стрептоми- 
цину штамма, тогда как стрептомицин в последнем случае был 
неэффективен. В отличие от стрептомицина неомицин защищает 
от температурной денатурации 70$-рибосомы не только чувст- 
вительного, но и резистентного к стрептомицину штамма Е. сой 
(Знают, Вгоск, 1967). При всем сходстве резистентности 
к стрептомицину, канамицину и неомицину, даже если эти `из- 
менения происходят в одном и том же белке, они не идентичны. 

До сих пор речь преимущественно шла об антибиотиках, 
резистентность к которым связана с изменением 30$-субъеди- 
ницы рибосомы; гораздо меньше данных о молекулярных меха- 
низмах действия на рибосомальном уровне хлорамфеникола и 
эритромицина, оказывающих влияние на 50$-субъединицу. 

Долгое время не удавалось найти мутантов, резистентных 
к хлорамфениколу с рибосомной локализацией ененя Од- 
нако в 1973 году группа японских исследователей обнаружила 
несколько таких мутантов Вас. зибНИз (Оза\уа еЁ а|., 1973). 
Рибосомальные белки мутантов разделили на карбоксиметил- 
целлюлозе. У разных мутантов изменения были найдены в раз- 


ных белках, причем изменение в некоторых белках сопровож- 
далось и (по сравнению с диким штаммом) связы- 
вания рибосомами как хлорамфеникола, так и эритромицина. 
Несколько ранее теми же авторами было показано, что у неко- 
торых резистентных к эритромицину мутантов Е. соЙ’ значи- 
тельно снижена способность связывать хлорамфеникол. В связи 
с этим было высказано предположение о тесном взаимоотно- 
шении мест связывания обоих антибиотиков на рибосоме. Это 
предположение хорошо согласуется с данными других авторов 
о слабом торможении хлорамфениколом пуромициновой реак- 
ции в системе с рибосомами ИЗ эритромицинорезистентного 
штамма Е. сой (Сегпа, ВусИК, 1968). 

Среди антибиотиков, которые известны как специфические 
ингибиторы синтеза рибонуклеиновой кислоты, практическое 
значение имеют, пожалуй, только рифамицин и его производ- 
ные, подавляющие процесс транскрипции в бактериальной 
клетке, взаимодействуя с ДНК-зависимой РНК-полимеразой. 
Были получены мутанты, резистентные к рифамицинам. Оказа- 
лось, что для мутантных клеток характерна РНК-полимераза 
с измененной В-субъединицей (как известно, РНК-полимераза 
из Е. со| содержит пять субъединиц: @1, а», В, В, У), играю- 
щей существенную роль в обеспечении каталитических функ- 
ций энзима. Нарушение фермента приводит к блокированию 
инициации синтеза. 

Большинство противомикробных препаратов ДНК-тропного 
действия применяется в качестве противоопухолевых средств 
(митомицин С, актиномицины, блеомицин и др.). К наиболее 
известным антибактериальным веществам, специфически подав- 
ляющим синтез дезоксирибонуклеиновой кислоты, относится 
налидиксовая кислота (@033 ей а|., 1965). Мутанты, резистент- 
ные к налидиксовой кислоте, были выделены Напе и \оо4а 
(1969), но биохимический механизм резистентности пока оста- 
ется неизвестным. На генетической карте Е. сой картированы 
два гена устойчивости пай А (к 5 мкг/мл) и па! В (более вы- 
сокий уровень резистентности; Нео её а|., 1971). 

Сравнительно недавно получены экспериментальные дан- 
ные, указывающие на ДНК-тропность эритромицина и тетра- 
циклина (Л. С. Кравченко, 1970; А. Я. Ровинская, 1973). Эти 
результаты приведены и подвергнуты детальному анализу 
в главе П1. 


ИЗМЕНЕНИЕ КЛЕТОЧНОЙ СТЕНКИ 
и ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКИХ МЕМБРАН 
В ряду антибиотиков, механизм действия которых непосред- 
ственно связан с влиянием на мембранные структуры, нахо- 
дятся пенициллин, цефалоспорины, грамицидин С, полимиксин, 
бацитрацин, валиномицин, полиеновые противогрибковые ан- 
тибиотики и некоторые другие. 
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В `леловатё сть событии при воздействии па 

Общая о 1971) представляется 1% 
ры. ы] инактивация мембранных ферментов: транслеши, 

боксипептидазы, катализирующих терминациь 
дазы и аланинкар еза «завершенного» Л 
синтеза муреина; 6) угнетение синт муре. 
ина клеточной стенки с накоплением его предшественников, не 
обладающих достаточной механической, Е в) ПОВЫ- 
шение чувствительности плазматической А раны к внутри. 
клеточному осмотическому давлению; г) дезорганизация стаи 
туры и функции плазматической мембраны под влиянием 
осмотического шока; д) выход из клетки жизненно важных ме. 
таболитов и нарушение процессов активного транспорта; 
е) гибель клетки, сопровождающаяся развитием аутолитических 
процессов. Подобная точка зрения приведена в монографии 
Гейла и др. (1975), которые указывают, что подавление син- 
теза пентаглициновых мостиков (сшивок) лишает пептидогли- 
кан прочности. 

Особый интерес исследователей в последние годы вызывает 
взаимодействие пенициллинов и цефалоспорина с мембраносвя- 
занными ферментами. - 

В работе Кешо!4з (1974) показана чувствительность мемб- 
раносвязанной карбоксипептидазы и транспептидазы к В-лак- 
тамным антибиотикам. ВитьЬеге (1974), используя афинную 
хроматографию, сумел продемонстрировать непосредственное 
связывание пенициллина с 5 различными мембранными бел- 
ками Вас. зибИИз, которое может быть причиной конформаци- 
онных изменений в мембранной структуре. Вместе с тем пока 
остается неясным, связывается ли пенициллин с субстратным 
локусом транспептидазы или с ее аллостерическим центром. 
Возможно, для ферментов различных фракций клеток или фер- 
ментов разных микроорганизмов существуют свои закономер- 


ности. 
Например, установлено, что между транспептидазой из 
5. ашгеиз и пенициллином формируется ковалентная связь, 


далось, что является неожи 
изучения фактом. 


Показано, что циклический полипептидный антибиотик ба- 
цитрацин подавляет критическую стадию в биосинтезе клеточ- 
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ной стенки: энзиматическое дефосфорилирование Сь5 изопренил- 
пирофосфата. 

Своеобразным механизмом мембранотропного действия ха- 
рактеризуются такие антибиотики, как грамицидин С и поли- 
миксин. Мех{оп (1974) показано, что избирательное связывание 
флюоресцирующих аналогов полимиксина осуществляется В 
плазматических мембранах. Основную роль при этом играет 
образование комплексов антибиотика с мембранными фосфоли- 
пидами и главным образом с фосфатидилэтаноламином. Фейн- 
тольдом предложена молекулярная модель (Ее1014 её а|., 
1974) взаимодействия этого фосфолипида с полимиксином В. 

К наиболее типичным представителям веществ мембрано- 
тропного действия относятся полиеновые антибиотики (амфоте- 
рицин Б, леворин, нистатин, кандицидин, кандидин и др.). Эти 
антибиотики представляют интерес в связи с их широким при- 
менением при кандидозах, дерматомикозах, висцеральных ми- 
козах и других грибковых инфекциях. 

В настоящее время резистентность к этим препаратам не 
составляет серьезных препятствий для эффективной химиоте- 
рапии. Тем не менее «горький опыт», накопленный при исполь- 
зовании антибиотиков для борьбы с бактериальными инфек- 
циями, диктует целесообразность начала изучения механизмов 
устойчивости и изыскания возможностей ее преодоления на са- 
мых первых этапах применения антибиотических препаратов 
в медицинской практике. 

В связи с этим рядом исследователей были предприняты 
разработки, направленные на выяснение механизмов действия 
полиеновых антибиотиков. 

Вскоре после открытия первого антифунгального антибио- 
тика тетраена-нистатина, или фунгицидина, возник интерес 
к проблеме резистентности микрогрибов к противогрибковым 
препаратам. Этот интерес стимулировался данными о возмож- 
ной связи механизма действия полиенов с различными липид- 
ными компонентами клетки грибов, в частности со стеринами. 
После нескольких неудачных попыток.были получены резистен- 
тные к нистатину и нистатину с амфотерицином формы Сап@ 14а 
а1Ь!сапз. Весь последующий этап изучения полиеновых препа- 
ратов подтвердил возможность появления устойчивых штаммов 
при медикаментозных способах лечения разных грибковых ин- 
фекций. 

Проблеме химического строения полиенов, основам их био- 
логической активности, механизмам действия, а также неко- 
торым аспектам резистентности к Ним было посвящено не- 
сколько крупных обзоров (Кинский, 1969; НатШоп-МШег, 1973, 
1974). Наиболее общие, с точки зрения механизма действия, 
свойства полиеновых антибиотиков заключаются в том, что они 
действуют только на клетки высших и низших эукариот, явля- 
ются специфическими мембранотропными агентами н наиболее 


г и 
вероятной «мишенью» для их действия в меморане служат сть, 


ольные компоненты. Г “_ 
р Рядом исследователей были получевы данные о широко 


вариабельности в толерантности а а представить 
лей разных родов микрогрибов. а - у тОйчивость 
к амфотерицину возникала скорее и т о высокой по 
уровню (до 400 раз), чем к нистатину, у Сапа!а рагарзоз, 
ТогШорз1з о1афгафа и некоторых других видов грибов (Водеп. 
Вой, 1969; Воигаи, 1969). Некоторые авторы обращали внима. 
ние на значительное варьирование в минимальных ингибиру. 
ющих дозах не только среди представителей разных видов и 
родов, но и среди отдельных штаммов одного вида. 

Упомянутые случаи касались микрогрибов, изучаемых вне 
зависимости от химиотерапии. Однако к настоящему времени 
накопились данные о выделении в клинике резистентных штам- 
мов. Были обнаружены. устойчивые к амфотерицину штаммы 
Сгурососсиз, в дальнейшем были изолированы и ш уго ус- 
тойчивые формы у этого объекта (Кии еЁ а|., 1974), Сапа а 
аПсапз (Реко\узКГ её а|., 1972), Сапа {гор!саз и некоторых 
других видов. 

Многие исследователи отмечают корреляцию повышения 
уровня устойчивости со снижением патогенности изучаемых ре- 
зистентных грибных штаммов (Нат юп-МШег, 1972) — ситуа- 
ция, хорошо известная для резистентных штаммов бактерий. 

Впервые работы по детальному изучению генетических основ 
устоичивости к полиенам были проведены №0043 с соавт. Были 
получены после индукции этилметансульфонатом резистентные 
к нистатину штаммы $. сегеу1з1ае. Генетический анализ факто- 
ров резистентности позволил выделить (по локализации мута- 
ционных изменений) мутанты «ядерные» и «цитоплазматиче- 
ские». Описаны формы, зависимые от нистатина. В определении 


чивости, причем во всех случаях чувствительность доминиро- 
вала над резистентностью (Атеа, 1972) 


Обобщая приведенные 


данные, можно сделать вывод, что 
роорганизмов к полиеновым антибио- 
тикам лежат, как правило, полигенные изменения; мутации, 
приводящие к устойчивому фенотипу, обычно рецессивны, 
а в случаях доминантности — доминируют более низкие уровни 


полирезистентный фенотип). 
Что касается биохимических а 


спектов полиенустойчивости, то 
наибольшее число данных в нас | 


тоящее время свидетельствует 
исключены и иные механизмы 


в пользу стерольной гипотезы. Не 
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устойчивости к полиеновым препаратам ( 
градация антибиотиков и первичные 
компонентов, отличных от сте 
ных кислот). 


Вместе с тем несомненно, что любые мутации к полиенрези- 
ов и е. а также механизмы действия этих 
преп ‚ так или иначе затра 
рые а я гивают структурные и функцио- 

В литературе имеются данные о количественном или каче- 
ственном изменении состава стеринов в клетках дрожжей и 
дрожжеподобных грибов, которые приобрели устойчивость к по- 
лиенам как под действием мутагенов, так и в процессе адапта- 
ции (ЕгуБего её а|., 1974). Однако наряду с этим описаны ре- 
зистентные культуры, не отличающиеся по стериновым компо- 
нентам от чувствительных клеток (НатШоп-МШег, 1972). 

Можно думать, что устойчивость этих штаммов есть не что 
иное, как следствие переориентации или маскировки специфиче- 
ских стериновых «сайтов» на мембране, что делает их менее 
доступными для полиеновых антибиотиков. Поскольку струк- 
тура и свойства мембран находятся в тесной зависимости от их 
состава, резистентность к полиенам в данном случае может оп- 
ределяться количественными или качественными изменениями 
таких мембранных компонентов, как жирные кислоты, фосфоли- 
пиды и белки. В последнее время представляется возможным 
наметить ряд новых подходов в изучении механизма действия 
мембранотропных антибиотиков, к которым, в первую очередь, 
относятся полиеновые препараты. На основе сегодняшних зна- 
ний можно предположить, что взаимодействие полиеновых анти- 
биотиков с мембраной приводит к изменению конформации 
локального или достаточно протяженного района мембраны. 
Известно, что эти изменения обусловливают нарушение избира- 
тельной проницаемости и транспортных свойств, но одновре- 
менно они могут вызывать и значительную дезорганизацию про- 
текающих на мембране процессов. Сюда относится синтез белка 
мембраносвязанными рибосомами, репликация, многочисленные 
ферментативные реакции. До сих пор эта сторона проблемы ус- 
кользала от внимания исследователен, а между тем такая поста- 
новка вопроса позволит не только конкретизировать характер 
повреждений, вызываемых В клетке полиеновыми антибиоти- 
ками, но и поможет глубже понять регуляторную роль мем- 
браны, многообразные функции которой могут служить своего 
рода чувствительными тестами, характеризующими состояние 
от. тков. я 

пк юм к изучению механизма действия полиено- 
вых антибиотиков является исследование комплекса изменении, 


происходящих в клетке при возникновении резистентности. В по- 


следнее время появляются интересные работы в этом направле- 


нии, но в них основное внимание обращено на стериновые ком- 
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ферментативная де- 
изменения мембранных 
ролов-фосфолипидов, белков, жир- 


поненты мембраны у мутантов с разным уровнем и характер, 

й ‹ полиенам. 
ея Е данных о многообразии и взаимоза. 
висимости мембранных компонентов можно предположить, что 

езистентности, могут затрагивать так 
мутации, приводящие кр . ности фосфол Же 
синтез ряда других соединений, в част ИПИДОВ | 
жирных кислот. : 

Проведенные автором с сотрудниками исследования пока. 
зали, что изменения мембранных структур, которые, По-ВИДИ- 
мому, имеют место при образовании полиен-стериновых ком. 
плексов, существенно отражаются на функционировании ряда 
связанных с мембраной ферментов — лактатдегидрогеназы, ни. 
трофенилфосфатазы, АТФ-азы, ингибируя их активность. Обна- 
ружение эффекта полиенов как ш УЙго, так и т У1уо, отсут- 
ствие действия антибиотиков на ферменты растворимой фракция 
и очищенные ферментные препараты, значительно более слабое 
ингибирование полиенами ферментативной активности мембран 
из клеток полиенрезистентных штаммов — все эти данные СВИ- 
детельствуют об опосредованности действия полиеновых анти- 
биотиков мембранными структурами. 

Получен также экспериментальный материал, из которого 
следует, что взаимодействие полиеновых антибиотиков с мем- 
бранами, по-видимому, не затрагивает мембранных «сайтов», 
связывающих рибосомы. Онаружено, что синтез белка в мем- 
бранной фракции ингибируется полиенами слабее, чем в цито- 


культуры адсорбировать антиб 
пятствует образованию специфи 
стеринами. | 


иотики, но, по-видимому, пре- 
ческого комплекса полиенов со 


истентности клетки к ряду антибио- 
тиков. Ап4егез её а|., (1971) был исследован липидный состав 


ельных и устойчивых к хлорам- 
фениколу. Обнаружено, что усто ы ы 


йчивые клетки, способные расти 


в присутствии 2,5 мг/мл хлорамфеникола, содержат на 98% 
больше общего количества липидов, чем чувотвимельные йо 
торы считают, что увеличение степени биосинтеза ии ов 
в клетке является фактором, играющим важную роль в ты 
чивости Р. аегио1тоза к хлорамфениколу. - ы 

В виомицинрезистентном штамме Юрошт ше!оН наблю- 
далась аккумуляция в клеточной стенке фосфатидилэтанола- 
мина и фосфатидилхолина, микроэлектрофоретически было об- 
обнаружено связывание виомицина поверхностью клетки. Кле- 
точные о резистентных штаммов содержали фосфатидил- 
липидов на 30% больше, чем чувствительные клетки. Устойчивые 
штаммы становились чувствительными, когда количество фос- 
фатидилэтаноламина и фосфатидилхолина было уменьшено. 

Культивирование грамположительных бактерий Вас. зи ИИ$, 
$. аигеиз, Эт. Гаеса!$ в присутствии глицерина, который спо- 
собствует увеличению синтеза липидов клетки, привело к воз- 
растанию резистентности микробов к пенициллинам: бензил- 
пенициллину, клоксациллину, метициллину. Введение в куль- 
туральную среду панкреатической липазы, сопровождавшееся 
уменьшением липидов в клеточной оболочке, вызывало повыше- 
ние чувствительности штаммов к взятым в опыт антибиотикам. 

У ряда микроорганизмов (Е. со, К1. рпеитотае, 5. аигеиз), 
отличающихся между собой по степени резистентности к тетра- 
циклину, пенициллину и полимиксину, наблюдаются в составе 
липидов различия, которые коррелируют с уровнем антибиотико- 
устойчивости. У всех грамотрицательных устойчивых микроорга- 
низмов обнаружено повышенное содержание ненасыщенных 
кислот и циклопропановых кислот по сравнению с чувствитель- 
ными штаммами. Данные изменения оказались наследственными 
свойствами клеток. а не результатом роста и старения бакте- 
риальных культур. У всех изученных чувствительных и устойчи- 
вых культур не выявлено качественных различии в составе ли- 
пидов. Исключением явились устойчивые и чувствительные к не- 
нициллину грамположительные кокки, у которых не установлено 
зависимости между количественными изменениями в составе 
жирных кислот и их резистентностью к антибиотикам. Однако 
в резистентных к пенициллину кокках содержалось большее 
количество общих липидов (экстрагируемых из клеток смесью 
хлороформа с метанолом) и дифосфатидилглицеридов, которые 
обычно обнаруживают в мембранных фракциях микробных кле- 
ток. О связи между устойчивостью к антибиотикам и количе- 
ством липидов в клеточной оболочке бактерий приводят данные 
многие авторы. Как уже отмечалось, в настоящее время боль- 
шинство исследователей, занимающихся вопросами резистент- 
ности микроорганизмов к антибиотикам полиеновой структуры, 
склонны считать основной причиной устойчивости клеток дрож- 
жей и дрожжеподобных грибов к этой группе антибиотиков 
изменения в составе стеринового компонента липидов мутантных 
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мов (ЕгуБегр еЁ а. 1974; Наш юп-МШег, 1972). Пред ы 
ШтАМ что стерины, обнаруженные в клетках Устойчивы, 
т более низким сродством к полиеновым 
культур, 


анти. 
биотикам, чем эргостерин 


— основной стериновый Компонен, 


р жеподобных грибов дикого типа (ЕгуБего еЁ а] 
дрожжей и дрожж ется данных о прямых экс” 

Однако в литературе не име ) Экспе- 
И Од - ‹ предположение. В то же в 
риментах, подтверждающих это пр ремя 
выяснение этого вопроса необходимо для ме — 
поисков путей преодоления полиенрезистентности. Это явилось 
основанием для проведения ряда исследований, результаты ко. 
торых приведены ниже (А. М. Вирина и др А 

Был получен резистентный штамм Сапа!Ча а! сапз, в клет. 
ках которого эргостерин полностью отсутствовал и был заменен 
новым стериновым компонентом, и прослежено, как влияет по- 
добное изменение состава стеринов на взаимодействие полие- 
новых антибиотиков с целыми клетками и непосредственно со 
стериновыми компонентами клеток резистентного и чувствитель- 
ного штаммов. 

Изучение стеринового состава клеток Сапа а!сапз пока- 
зало, что в клетках чувствительного штамма преобладающим 
компонентом является эргостерин, тогда как у резистентного 
штамма эргостерина не обнаружено и вместо него присутствуют 
другие стерины с максимумом поглощения в области 915— 
240 нм. : 

Возникло предположение, что изменение стеринового состава 
может препятствовать связыванию полиеновых антибиотиков 
с мутантными клетками. В связи с этим было проведено опре- 
деление уровня связывания амфотерицина Б с клетками чувстви- 


тельного и резистентного штаммов Сапа!Ча а!Ысапз. Оказа- 
лось, что способность ре 


тик не ниже, чем 


стеринов была в 10—90 
эффект при добавлении 
лен, что говорит о слаб 


Дальнеишей задачей было выяснение способности 
резистентного и чувствительного штаммов образовыв 


цифические комплексы с полиеновыми антибиотиками, приводя- 
щие к изменению избирательной проницаемости и. а 
обнаружено, что антибиотики эффективнее индуцируют выход 
калия из клеток дикого типа, чем из клеток резистентной куль- 
туры. Для того, чтобы выяснить, связано ли 


это явление с раз- 
личием в стериновом составе исследуемых штаммов или обус- 
ловлено другими факторами, была использована модельная 


бислойная мембрана, в состав которой включали стерины, вы- 
деленные из чувствительной и резистентной к полиенам куль- 
тур. Исследование зависимости проводимости мембран, полу- 
ченных из азалектина и содержащих стерин из чувствительного 
штамма, от количества амфотерицина Б показало, что проводи- 
мость растет пропорционально его концентрации. Эффектив- 
ность действия антибиотика на исследуемые мембраны начи- 
нала проявляться уже при концентрации 10-7ТМ и достигала 
максимума при 2. 10-6 М. 

Бислойные мембраны, включающие стерины из устойчивых 
клеток, не содержащих эргостерин, практически не изменяли 
проводимости при этих концентрациях антибиотика, что указы- 
вает на прямую связь стеринового состава клеток с фенотипи- 
ческим проявлением резистентности к полиенам. 

Полученные нами данные дают основание утверждать, что 
стерины резистентного штамма в составе клеток и в растворе 
сохраняют способность связываться с полиенами на том же 
уровне, что и стерины чувствительного штамма, однако у них 
снижена способность образовывать специфические комплексы 
с антибиотиками, изменяющие мембранную проницаемость для 
ряда веществ. З 

Сходное явление наблюдали при изучении взаимодействия 
филипина с холестерином в мембранах Аспоер!азта 1а1апт. 

Гейл и др. (1975) предполагают, что полиеновые антибио- 
тики сначала связываются с клеткой неспецифически, а затем 
происходит их фиксирование на специфических «сайтах» и об- 
разование комплексов с компонентами мембраны. По-видимому, 
изменение стеринового компонента у резистентного штамма 
Сапа асапз не отражается на первом этапе связывания 
амфотерицина Б с клеткой, но лимитирует осуществление вто- 
рого этапа взаимодействия. 

Краткий обзор биохимических механизмов резистентности, 
генетический контроль которой осуществляется на хромосом- 
ном уровне, позволяет сделать заключение о больших достиже- 
ниях в области выявления интимных молекулярно-биологиче- 
ских изменений субклеточных структур, приводящих в конечном 
итоге к превращению чувствительной к антибиотику бактери- 
альной клетки в устойчивую. Особенно детально изучены изме- 
нения белоксинтезирующего аппарата и клеточной оболочки. 


стеринов 
ать спе- 
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В связи с этим уже сегодня предетавляь 
енный поиск таких веществ, которые могли 
ипического проявления новых п 
ониженная проницаемость оболочки для антибиотики 
Е. антибиотика с рибосомами и 
уменьшение связывания о т. 
устойчивой к антибиотику микробной клетки. 
Биохимические механизмы устойчивости, определяемой 
личием в микроорганизмах Ю-фактора, начали активно изуча 
только в последние 10 лет. Наибольший прогресс был дост 
нут благодаря работам, посвященным анализу свойств ферме 
тов, инактивирующих антибиотики, в том числе и такие, которы 
сравнительно недавно нашли применение в медицинской прах. 
тике. 
Вскоре после начала клинического использования ампицил- 


микроорганизмов. 
направл 

реальным 

стать ингибиторами фенот 


лина появились сообщения о выделении резистентных к этому 
антибиотику штаммов Е. со, За|попе!а и ЗШюеПа, которые 
характеризовались наличнем А-фактора. Устойчивые к ампи- 
циллину штаммы необратимо инактивировали антибиотик путем 
ферментативного гидролиза В-лактамного кольца. РаНа, Копо- 
писваоиц изучали физико-химические и биологические свойства 
В-лактамаз, продуцируемых Е. сой, $1. фур тиагит и 51. 
рагаёфурш, изолированных из природных источников. В резуль- 
тате проведенных исследований было обнаружено, что грам- 
отрицательные бактерии синтезируют конститутивные В-лакта- 
мазы, относящиеся скорее к эндоэнзимам, чем к экзоэнзимам. 
Свойства В-лактамаз, их субстратная специфичность различа- 
ются в зависимости от тина В-факторов (Еса\уа её а|., 1967). 
Было проведено сравнительное изучение В-лактамаз, продуци- 
руемых грамотрицательными микроорганизмами, по следующим 
свойствам: а) способность гидролизовать различные антибио- 
тики (бензилпенициллин, ампициллин, цефалоридин, цефалек- 
син и карбенициллин); 6) иммунологические характеристике; 
в) электрофоретическая подвижность при РН 8; г) чувствитель- 
ность к пара-меркурибензонату и клоксациллину (Е1ебтоп@ е 
а1., 1971). На основе полученных результатов ферменты были 
разделены на четыре класса: 1) основные белки, активные глав- 
Е образом в отношении производных цефалоспорина, которые 
Е пара-меркурибензонатом, чувствительны к клок- 
у, не дают перекрестных реакций с антисывороткой 

ыы К+В-лактамазы; 2) кислые белки, гидролизующие пре 
упественио пенициллины, устойчивые 'к пара-меркурибензо- 
слабо у 6 ое некоторые из которых 
тически инактивирую Е ел. 
рины отВеие а Е ей 
я клоксациллину вы ера Меркурибензонату и чувствительные 
лученной против > крестно реагирующие с сывороткой, по- 
4) нейтральные белки авг 
› сходные по ряду свойств с третьей груп- 
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индуциров: 
Несмотря 


пой В-лактамаз, но инактивируемые 
уемые пара-меркуриб ат 
активные в присутствии клоксациллина а 
Кроме того, были описаны новые типы В-лактамаз, но, тем 
не менее, до настоящего времени представленная классифика- 
ция наиболее полно характеризует ра 


спространенные среди гра- 
мотрицательных микроорганизмов ферменты, оао 


пенициллины и цефалоспорины. Большинство К-факторов де- 
терминирует синтез В-лактамаз третьего типа (Ксптопа е{ а1. 
1971), однако К-факторы штаммов Рзеи4отопаз, резистентных 


К карбенициллину, обеспечивают в основном синтез В-лактамаз 
второго типа (ЗаБа{Й е{ а1., 1965). 


Хотя самые ранние публикации о синтезе бактериальными 
клетками В-лактамаз посвящены грамотрицательным микроор- 
ганизмам (АБгапаш е{ а|., 1940), большинство исследований 
этих ферментов представлено опытами с грамположительными 
бактериями: Вас. сегеиз, Вас. ИсКепИоги!$ и особенно со 5. 
аигецз. 

№ оу1ск (19676), используя трансдукцию, нашел, что гены 
$. аигеиз, контролирующие синтез В-лактамазы, локализованы 
на плазмиде. Грамположительные микробы, за исключением 
Вас. сегецз, продуцируют пенициллиназы, индуцированные 
низкими концентрациями пенициллиназоустойчивых пеницилли- 
нов (метициллина, оксациллина). Природные и полусинтетиче- 
ские В-лактамные антибиотики различаются по способности 
индуцировать образование В-лактамаз (Пизапе её а|., 1972). 
Несмотря на обилие гипотетических моделей механизма инду- 
цированного синтеза пенициллиназ, до настоящего времени не 
существует достаточно убедительного экспериментального обЪ- 
яснения этого явления. 

Описано три иммунологических типа пенициллиназ, синтези- 
руемых грамположительными бактериями, все они имеют слабое 
сродство к полусинтетическим пенициллинам и цефалоспоринам. 
Детальный анализ аминокислотного состава этих В-лактамаз 
обнаружил их сходство и послужил основой для предположения 
об общности эволюционного происхождения всех трех типов 
В-лактамаз (Ю1сбтопа, 1973). Четкий параллелизм между сте- 
пенью резистентности и пенициллиназной активностью изучен- 
ных штаммов не вызывает сомнения в связанности названных 
‘свойств устойчивых микробных клеток. х 

Однако имеются сведения (Каузег ей а1., 1972) о выделенных 
в клинике штаммах 5. аигеиз, которые устойчивы к метицил- 
лину, но продуцируют В-лактамазу. Многочисленные исследова- 
ния (ЗаБаё еЁ а|., 1970), проведенные с этими штаммами, при- 
вели только к предположению © связи их резистентности 
к антибиотику с изменением проницаемости клеточной оболочки — 
(Вепуеп!{е, Ра\мез, 1973). Как правило, устойчивость к мети- _ 
циллину сопровождается устойчивостью к другим пенициллина- 
зоустойчивым пенициллинам (оксациллину, клоксациллину). 


: с ик! сообщили что штамм ЕВ. с 
В 1965 году ОКатою, ЗиК 1 со 


с такт м, обусловливающим устоичивость и ПЯТИ лека , 
№ о аеы (тетрациклину, хлорамфениколу, стрепто. 
мицину, сульфаниламидам и се в’ фер. 
менты, которые инактивировали хлорам Е Е канамицин и 
стрептомицин. Дальнейшее изучение показало, что реакция 
инактивации хлорамфеникола происходит поло в присутствии 
ацетил-СоА и что завершается она образованием 3-О-ацетил. 


хлорамфеникола и 1.3-О-О-диацетил-хлорамфеникола (ЗНаж, 
1967; ЗириКГ её а|., 1967). 

В связи с тем, что моноацетилирование или диацетилирова- 
ние хлорамфеникола нарушает структуру пропандиола, входя- 


щего в состав молекулы антибиотика, происходит потеря анти- 
бактериальной активности последнего. : 

Инактивирующий хлорамфеникол фермент, названный хло- 
рамфениколацетилтрансферазой, был впервые выделен в очи- 
щенном виде из Ю+-штамма Е. со! (ЗВа\, 1967). Было найдено, 
что фермент синтезируется конститутивно, является эндофермен- 
том, имеет молекулярную массу 80000 и состоит из четырех 
идентичных каталитически неактивных субъединиц, молекуляр- 
ная масса каждой из которых составляет 20 000. 

Как правило, хлорамфениколацетилтрансфераза не обнару- 
живается в чувствительных к антибиотику или в ставших ре- 
зистентными в результате пересевов с хлорамфениколом ш уйго 
бактериальных клетках (МИзивазВ1 её а1|., 1976). 

Перечисленные факты позволяют утверждать, что устойчи- 
вость к хлорамфениколу содержащих Ю-фактор микроорганиз- 
мов обусловливается наличием фермента (МИзивазВЕ, 1971), 
однако необходимо иметь в виду и другие данные (ЗВа\у, 1967), 
из которых следует, что некоторые Ю-штаммы $. тагсезсепз, Р. 
тштаь! 5, Е. соЙ, чувствительные к хлорамфениколу, характери- 
зовались наличием определенной ацетилирующей активности. 
Были изолированы спонтанные мутанты клеток Р. пигаьШ5, 
У которых высокий уровень резистентности к хлорамфениколу 
сопровождался заметным повышением активности ацетилтранс- 
феразы. Сравнение этого фермента с энзимом, выделенным из 
К+-клеток, показал их значительное сходство: ‘они имели близ- 
кую молекулярную массу, состояли из четырех субъединиц, 
проявляли активность только в отношении О-трео-стереоизомера 
хлорамфеникола, инактивировались антисывороткой, получен- 
ной в результате иммунизации ферментом из Ю+-бактерии. Боль: 
о, троих те хлоромфениноя 
Имеются лишь отд аа. 197 . 

отдельные сообщения о выделении и очистке 
названного фермента из бактерий — носителей |: — К-факторов. 
При этом отмечены различия в электрофоретических, иммуноло- 


гических и каталитических свойствах хлорамфениколацетил- 
трансферазы в зависимости от типа К-фактора 
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пе Е хлорамфени- 

} ) ми К этому антибиотику 
штаммами 5. ацгецз. В отличие от грамотрицательных бакте- 
рий, где синтез хлорамфениколацетилтрансферазы происходит 
конститутивно, в стафилококках образование фермента индуци- 
руется под влиянием хлорамфеникола или его аналогов. Индук- 
ция осложняется тем обстоятельством, что хлорамфеникол яв- 
ляется ингибитором синтеза белка. Очищенная стафилококковая 
ацетилтрансфераза по молекулярному весу и составу субъеди- 
ниц сходна с таковой, выделенной из кишечных бактерий, не 
отличается от нее по иммунологическим и электрофоретическим 
свойствам. 

Следует отметить, что некоторые резистентные к хлорамфе- 
николу штаммы Е. соЙ, выделенные в клинике, не обладают 
свойством инактивировать хлорамфеникол (Мара! еЁ а|., 1972). 
Предполагается наличие у этих штаммов индуцируемых изме- 
нений в проницаемости клеточной оболочки, препятствующих 
проникновению в клетку антибиотика. Известны также и другие 
механизмы инактивации бактериями хлорамфеникола, например 
энзиматическое восстановление нитрогрупп антибиотика (О’Вмеп 
е{ а|., 1971). Однако клиническое значение этой формы инакти- 
вации антибиотика представляется сомнительным, так как ука- 
занная энзиматическая реакция протекает исключительно мед- 
ленно. 

На сегодняшний день фундаментально изучены биохимиче- 
ские механизмы резистентности патогенных микроорганизмов 
к аминогликозидным антибиотикам (стрептомицин, неомицин, 
канамицин, гентамицин, тобрамицин и др.). 

В литературе описано три различных механизма фермента- 
тивной деградации аминогликозидов (Вепуепйз{е еЁ а|., 1973): 
ацетилирование аминогрупи, фосфорилирование гидроксильных 
групп и аденилирование гидроксильных групп. 

Окашою и Зи2ик! впервые обнаружили, а Оптегахма с сотр. 
(1967а) первые выделили фермент, инактивирующий канамицин 
А путем ацетилирования 6-амино-б-деоксиглюкозного остатка 


антибиотика. 

Используя разработанный ими высокочувствительный изо- 
топный метод, Вепуеп!®{е и Ра\у!ез нашли, что В присутствии 
СИ-ацетил-СоА частично очищенный экстракт из клеток, устой- 
чивых к канамицину А, инактивировал не только названный ан- 
тибиотик, но и канамицин В, неомицин, гентамицин и шизоми- 
цин. Между тем оказалось, что субстратная специфичность пере- 
численных антибиотиков недостаточна Для их инактивации 
канамицин-А-ацетилтрансферазой: К+-штаммы Е. сой, образую- 
щие названный фермент, оставались чувствительными к осталь-_ 
ным аминогликозидным антибиотикам. 

В дальнейшем были открыты еще две ацетилтрансферазы: 
изолированная из резистентных к гентамицину штаммов Р. аеги- 


2 им. Терешин 


шоза и Е сой — гентамицинацетилтрансфераза Г (Втхеитзка 
= а1 ; 1972) и второй энзим — гентамицинацетилтрансфераза |, 
а|., 


полученная из аа бактерий Ргоуепеа 
1 1е5 . 

раме о. аминогликозидных антибиоти- 
ков штаммами Е. со, содержащими Ю-фактор, то первыми ис- 
следователями, наблюдавшими это явление (в опытах со стреп. 
томицином), были Отеха\муа с сотр. (1968). В том же 1968 году 
УатаЧа е{ а|. (1968) продемонстрировали перенос аденилового 
остатка (АМФ) на 3’-гидроксильную группу М№-метил-[./-глюко- 
заминового остатка стрептомицина в присутствии аденилат- 
трансферазы (выделена из устойчивого к’ стрептомицину 
Ю+-штамма ЕВ. со!), дивалентных катионов и АТФ. 

Образование стрептомицинаденилаттрансферазы  клиниче- 
скими штаммами микроорганизмов было подтверждено в даль- 
нейшем исследованиями ТаКаза\а и соавт. (1968), им же уда- 
лось дать характеристику продуктам ферментативной инакти- 
вации стрептомицина. 

Вепуеп1з{е её а|. (1970) в результате изучения большого ко- 
личества резистентных к гентамицину штаммов К. рпеитотае 
иЕ. сой пришли к заключению, что происхождение устойчивости 
к антибиотику связано с его инактивацией аденилаттрансфера- 
зой. При сравнении ряда свойств этого фермента со стрепто- 
мицинаденилаттрансферазой (Вепуеп!з{е еЁ{ а|., 1971) выясни- 
лось, что наряду со сходством (оптимум рН, зависимость от 
двухвалентных катионов) между указанными ферментами суще- 
ствуют заметные различия. В частности, они легко разделяются 
при хроматографии на ДЕАЕ-целлюлозе, различаются по по- 
требности в редуцирующих соединениях, способности к переносу 
рибозных и дезоксирибозных цитидинмонофосфата, тимидинмо- 
нофосфата и некоторым другим свойствам (Вепуеп!з{е её а|., 
1973). з 

К третьему типу микробных ферментных реакций, в резуль- 
тате которых происходит инактивация аминогликозидных анти- 
биотиков, относится фосфорилирование. 

Наиболее интересными с практической точки зрения явля- 
ются стрептомицинфосфотрансфераза и неомицин-канамицин- 
фосфотрансфераза. Первый из названных энзимов находили 
в клетках, изолированных в клинике штаммов Е. со|, Р. аегио1- 
поза, $. аигецз, которые были устойчивы к стрептомицину. Фер- 
мент отличается от аденилаттрансферазы тем, что никогда не 
обнаруживается в спектиномициноустойчивых Ю+-бактериальных 
клетках и по субстратной специфичности (Вепуензе её а|., 
1970). 

Другая фосфотрансфераза также была найдена в Ю+-штам- 
мах Е. сой, Р. аегис1поза и $. аигеиз (Коп4о е{ а|., 1968), кото- 
рые фосфорилировали все аминогликозиды, имеющие в своей 
структуре 3’-гидроксильную группу. Интересно, что ряд других 
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аминогликозидов, например тобрамицин, могут ингибировать 
т оимтинфоофозравоферазы (Вепуешае, 

Таким образом, широко используемые в настоящее время 
в клинике аминогликозиды могут быть инактивированы резис- 
тентными штаммами при участии ферментативных реакций 
ацетилирования, фосфорилирования или аденилирования. Об- 
щим для этих процессов является тот факт, что катализируются 
они конститутивными ферментами, локализованными вблизи 
поверхности клетки (Вепуепе, Ра\!ез, 1973). В клиниках 
обычно превалируют Ю+-штаммы грамположительных и грам- 
отрицательных бактерий, которые продуцируют неомицин-кана- 
мицин- и стрептомицинфосфорилирующие энзимы. Необходимо 
подчеркнуть, что очистка ферментов, инактивирующих амино- 
гликозиды, — исключительно сложный процесс, и, насколько нам 
известно, до сих пор не удалось выделить представителя этой 
группы ферментов в гомогенной форме. Это обстоятельство бе- 
зусловно затрудняет проведение сравнительного анализа моле- 
кулярных структур ферментов. 

Как известно, общепризнанная концепция относительно ме- 
ханизма тетрациклинорезистентности связывает резистентность 
с изменением проницаемости оболочки микробной клетки к ан- 
тибиотикам этой группы (Ю. О. Сазыкин, 1972; Вепуеме, 
Рахуез, 1973). Эта теория получила блестящее подтверждение 
в работах с мини-клетками, проведенных главным образом Геуу 
(1971). Имея в мини-клетке кишечной палочки, не содержащен 
хромосомной ДНК, К-фактор с детерминантом тетрациклиноре- 
зистентности, Геуу смог в ‘такой своеобразной полумодельной 
системе, где не было синтеза белков, кодируемых хромосомными 
генами, наблюдать появление в мембране белка, кодируемого 
именно г-детерминантом тетрациклинорезистентности. Белок 
(мол./масс порядка 55000) не обладает, по-видимому, энзима- 
тическими свойствами (ввиду чего его и трудно было выявить). 
Поскольку белок сейчас выявлён и выделен, можно ожидать, что 
проблема изучения механизма изменения проницаемости обо- 
лочки к тетрациклинам получит новое развитие по сравнению 
с тем длительным периодом, когда разные авторы показывали 
различными методами, что В чувствительную клетку тетраци- 
клины проникают, а в резистентную — не проникают, и ограни- 
чивались практически констатацией лишь этого положения 
(Ю. О. Сазыкин и др., 1975). 

Из других лекарственных веществ, резистентность патоген- 
ных микробов к которым служит серьезным препятствием для 
эффективной терапии, представляют интерес сульфаниламиды. 
Раю и соавт. (1963) сообщают, что имеется два вида биохими- 
ческих механизмов резистентности к сульфаниламидам ш уйго 
уЕ. со|: а) устойчивость к сульфаниламидам энзима, прини- 
мающего участие в синтезе дигидроптеарата из ПАБК и птери- 
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дина, и 6) понижение степени проникновения сульфаниламидо» 
А оа-ые к Ним о тома Ю+-шта ь 

Механизм сульфаниламидорезистет | ММоВ Е. сор 
был довольно подробно изучен УоКо{а с соавт. (1962), которые 
отмечают, что бесклеточная система, синтезирующая Фолат, 
угнетается в равной степени, независимо от того, из какого 
штамма (резистентного к сульфаниламидам или ‘чувствитель. 
ного) она получена. Из этих результатов было сделано предпо. 
ложение, что резистентность к сульфаниламидам определяется 
изменением проницаемости клеточной оболочки микроба. Экс. 
перименты с сульфатиазолом-335 подтвердили эту гипотезу: сте. 
пень включения препарата в устойчивые клетки Е. со! была 
в 3 раза меньше таковой у чувствительного к указанному суль- 
фаниламиду штамма. Однако, по мнению МИзивазВ! (1971), 
биохимический механизм резистентности к сульфаниламидам 
еще далек от своего полного раскрытия. Не исключено и в дан- 
ном случае участие инактивирующих ферментов. 

Трудно найти более дискутабельную проблему в области изу- 
чения резистентности бактерий к антибиотикам, чем происхож- 
дение факторов резистентности. Какова роль антибиотиков в об- 
разовании новых факторов резистентности? Существует ли 
филогенетическая связь между вирусами, профагами и К-факто- 
рами? Насколько велика вероятность хромосомного происхож- 
дения К-факторов? В результате мутации каких генов сформи- 
ровались гены, локализованные на К-факторах? Что представ- 
ляют собой «предшественники» К-факторов? Каково относитель- 
ное значение мутационных и рекомбинационных процессов 
в образовании К-факторов? Эти и многие другие вопросы ждут 
своего экспериментального решения, несмотря на интенсивный 
поиск, развернутый в этом направлении в крупнейших лабора- 
ториях мира. 

Пока происхождение К-фактора находит свое объяснение 
в виде более или менее вероятных гипотез (\/а{апаЬе, 1963; 
Мизивазр1, 1971, и др.). 

‚ Основные факты, которые используются при выдвижении 
тои или иной гипотезы, можно представить в виде следующего 


3. К-факторы способны к автономной репликации, межбак- 


териальному переносу и относительно стабильно связаны с бак- 
териальной клеткой-хозяином. 
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4. Процесс появления и распространения В:факторовеа а 
личных странах происходит независимо от их ФОН 
положения. 

с К-факторов имеют опре- 
ным (Ё^) и незамещенным (Е) а Е замещен- 
92 бактериофагами, ктором пола с Р1-эпсилон- и 

В результате интеграции с хромосомой клетки хозяина или 
бактериальной эписомой К-факторы могут терять или приобре- 
тать конкретные свойства. 

6. Детерминанты резистентности (г) могут быть перенесены 
из одной бактериальной клетки в другую в результате следую- 
щих процессов: 

а) интеграция в хромосому клетки-хозяина и перенос вместе 
с нею при участии Р-конъюгации, Ю-конъюгации (Зие1по её а1. 
1962), Т-конъюгации (Мака]ита её а1., 1970); 

6) рекомбинация с различными эписомными факторами: Р- 
фактором (\а{апаре её а|., 1966в), Е’-фактором (Нага@а ей а|., 
1967а), Ю-фактором (Нагада е{ а|., 19675) и Т-фактором 
(МИзивазН, 1969; Катеда е# а1., 1969); 

в) комплементация с различными эписомными факторами: 
Е (Нагада ей а|.› 1964), Т (Кашеда её а1., 1969) и др. Перенос 
К-факторов во время терапевтического использования антибио- 
тиков далеко не всегда следует рассматривать как главную при- 
чину распространения антибиотикоустойчивых форм возбуди- 
теля: довольно часто инфицирование бактерии К-факторами 
в клинических условиях происходит до применения антибиоти- 
ков в результате низкого уровня санитарного состояния окру- 
жающей среды. С другой стороны, в обзорах ряда авторов 
(ЗшиН, 1971; РаНа, 1971) показано, что в кишечнике здоровых 
людей Ю+-штаммов бактерий часто содержится значительно 
больше, чем у пациентов инфекционных клиник, а в связи с тем, 
что число переносов устойчивости пропорционально количеству 
В+-клеток (\МаёапаБе, 1963), можно ожидать, что вне клиник 
вероятность передачи детерминант резистентности значительно 
выше. 

По мнению Е1сбтопа (1973), возникновение В-факторов и 
их распространение среди домашних животных отражают обыч- 
ный процесс эволюции бактерий, которые использовали лабиль- 
ность своего генетического аппарата для того, чтобы противо- 
стоять «сокрушительному наступлению», ‚предпринятому объ- 
единенными силами  фармацевтическои промышленности 

и работников здравоохранения. 

Серьезному и эффективному изучению эпидемиологии и эво- 
люции В-факторов препятствует отсутствие простого и точного 
метода обнаружения и идентификации плазмид. Только в по- 
следние годы в связи с научно-техническим прогрессом в области 
электронной микроскопии появился метод, позволяющий с до- 
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=. 
статочной надежностью находить Рю ме теРнальных 
клетках и производить их идентификацию. Метод, в част. 
ности, широко используется в лаборатории проф. Мина: 
(Япония), которому удалось сделать его рУРИВНЫи методиче. 
ским подходом для исследования нескольких И штаммов 
различных видов микроорганизмов, поступающих в лабораторию 
из многих клиник Японии. 

Устойчивость патогенных микроорганизмов к антибиотикам 
служит препятствием не только для эффективного использова. 
ния химиотерапевтических препаратов, она серьезно осложняет 
правильную диагностику инфекционных заболеваний. Еще в пер- 
вых работах (В. А. Цыганов 1964), посвященных описанию яв- 
ления антибиотикоустойчивости, отмечалось, что резистентные 
к антибиотикам варианты микробных клеток довольно часто по 
ряду свойств отличаются от чувствительных бактерий. С каж- 
дым годом число сообщений, подтверждающих эту точку зрения, 
увеличивалось. Было показано, что чувствительные и устойчивые 
к антибиотикам бактерии одного и того же вида могут разли- 
чаться по следующим важным для бактериологической диагно- 
стики свойствам: антигенным, морфологическим (форма коло- 
ний, величина и форма клеток, наличие капсулы), био- 
химическим — интенсивность метаболизма, набор ферментов 
(Шнитцер, Грюнберг, 1960), фагоцитарной активностью (А. М. 
Мужиченко и др.,1974) и ряду других признаков. 

Следует остановиться на вирулентности устойчивых к анти- 
биотикам штаммов бактерий. Если 10—15 лет тому назад ис- 
следователи были склонны считать (ВагБег её а1., 1953), что 


лентности, то в настоящее время признается 
для кишечных бактерий, 


микробной клетки, степень 
кам повысилась. 


уации, в какой оказа- 
лось здравоохранение в силу устойчивости возбудителей 
инфекционных заболеваний ко многим противомикробным ве- 
ществам. Этому в значительной степени посвящены последую- 
щие главы. 


ПРИМЕНЕНИЕ ДНК-ТРОПНЫХ СОЕДИНЕНИЙ 
ДЛЯ ПРЕОДОЛЕНИЯ УСТОЙЧИВОСТИ 
К АНТИБИОТИКАМ 


В последовательности нуклеотидов ДНК заключена генетиче- 
ская информация, необходимая для жизнедеятельности бакте- 
риальнойи клетки — этот вывод составляет одно из самых су- 
щественных достижений биологической науки второй половины 
20-го века. Развитие современных представлений о происхож- 
дении. лекарственной устойчивости микроорганизмов, ее генети- 
ческой детерминированности самым тесным образом связано 
с изучением клеточных ДНК-содержащих структур, постоянно 
присутствующих в клетке (хромосомы) или попадающих в нее 
в результате инфекции (различные плазмидные факторы). Да- 
леко не последнее место в устремлениях исследователей, ста- 
вящих своей задачей преодоление лекарственной устойчивости, 
занимает поиск таких веществ, которые, непосредственно дей- 
ствуя на бактериальные хромосомы или автономно реплициру- 
ющиеся плазмиды, подавляли бы их функциональную актив- 
НОСТЬ. 

Убеждение в том, что ДНК микробной клетки играет су- 
щественную, если не определяющую, роль в формировании та- 
кого эволюционно важного генетического признака. бактерий, 
как устойчивость к лекарственным веществам, сложилось на 
основе большого экспериментального материала. 

В 1944 году Ауегу её а[. сообщили, что ДНК, извлеченная 
из капсулообразующих $-форм пневмококков, превращает не- 
капсулообразующие пневмококки К-форм в капсулообразую- 
щие $-формы. Такую трансформацию можно было осуществить 
путем добавления ДНК в очень малых концентрациях в пита- 
тельную среду, на которой выращивались при соответствующих 
условиях некапсулообразующие пневмококки. Эта работа пока- 
зала, что необходимая для синтеза нового белка или полисаха- 
рида генетическая информация заключается в ДНК. 

В последующие годы было опубликовано большое количе- 
ство наблюдений трансформации с помощью ДНК разнообраз- 
ных признаков, в том числе и резистентности к сульфаниламид- 
ным и антибиотическим препаратам (см. обзоры: Хейс, 1965; 
Кауш, 1961 и др.). 

Подтверждением ведущей роли ДНК бактериальной клетки 
в процессах, связанных с приобретением устойчивости к анти- 
биотикам, явились работы по конъюгации и трансдукции мик- 
роорганизмов. Результаты исследований Жакоба и Воллмана, 
Хейса и многих других убедительно продемонстрировали, что 
устойчивость к тому или иному антибактериальному препарату 
контролируется одним или несколькими генами, расположен- 
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на бактериальной хромосоме, материальную основ 
НЫМИ 


НК. 
рой составляют а арной структуры ДНКв 

На значение изменении } й к антибиотику бактерии 
цессе превращения чувствительной к - го ктериаль. г 
ной клетки в устойчивую указывали Данн то Индуцирова. | ди 
нии антибиотикоустойчивости под влиянием ДНК-тропных му. 
тагенных агентов, таких как 5-бромурацил и ультрафиолет, 
А. Г. Скавронской и др. (1968) были проведены ‚исследования 
на патогенных бактериях 51. Туртигит возможности полу. 
чения стрептомициноустойчивых мутантов при воздействии 5. 
бромурацилом. Они установили, что аналог тимина в концен- 
трации 300 мкг/мл проявляет мутагенное деиствие и вызывает 
образование резистентных к стрептомицину бактерий. Было 
показано, что свойство стрептомициноустойчивости этих клеток длЯ 
передается по наследству и не утрачивается при многочислен- ных 
ных пересевах в отсутствие антиметаболита. 

О мутациях Е. со, ведущих к высоким уровням резистент- 
ности к стрептомицину, в результате облучения клеток ультра- 
фиолетом сообщили ПоБзхапазК! (1964) и ряд других авторов. 

Такие мутагены, как нитрозогуанидин, метилметансульфо- 
нат, дихлофос, при воздействии на бактериальные клетки также 
приводили к появлению мутантов, устойчивых к различным ан- 
тибиотикам (Стент, 1974). 

В период, охватывающий 50-е годы и начало 60-х годов, для 
многих исследователей был характерным поиск различий ме- 
жду препаратами ДНК, полученными из устойчивых и чувст- 
вительных к антибиотикам бактерий одного и того же вида. 

С точки зрения сравнительного изучения хромосомной ДНК 
устоичивых и чувствительных к антибиотикам вариантов бак- 
терии интересны наблюдения КоМе её а|. (1961), которые на 
основании данных о трансформации и ультрацентрифугирова- 
нии трансформирующей ДНК в градиенте плотности (С$СП 
пришли к выводу, что молекулы ДНК, несущие генетические 
маркеры, в том числе и резистентности к антибиотикам, харак- 
теризуются специфическим нуклеотидным составом. 

Экспериментальные исследования 
рировали, что оба типа ( 
ности микроорганизмов 
субклеточные молекуля 
Это обстоятельство опр 
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Е-факторы или необратимо нару- 
и бактериальной хромосомы. 
а ингибиторов синтеза нуклеиновых 
рес, с указанной точки зрения, пред- | 
твующие на молекулу ДНК таким об- 


шать генетические функци 

Из большого арсенал 
кислот наибольший инте 
ставляют вещества, дейс 
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разом, что нарушается ее способность функционировать в ка- 
чессве матрицы в процессах репликации и синтеза РНК, 
= р т. находятся такие препараты, как хи- 

ы рин, мирацил О, резохин, барберин, бромистый эти. 
дии, производные акридина; антрациклиновые антибиотики: 
ногаламицин, дауномицин, актиномицин, и некоторые другие 
вещества. 

Необходимо заметить, что большинство из перечисленных 
веществ представляют собой токсичные соединения, применя- 
емые строго по показаниям (актиномицин, атебрин) или вооб- 
ще не используемые в медицинской практике. Поэтому матери- 
ал, представленный в этой главе, следует рассматривать как 
собрание экспериментальных данных, представляющих интерес 
для дальнейших разработок в направлении создания безвред- 
ных для организма ДНК-тропных лекарственных веществ. 

В порядке объяснения механизмов взаимодействия ДНК- 
тропных веществ с молекулой ДНК предложено две основные 
гипотезы. 

Первая из них рассматривает связывание вещества с моле- 
кулой ДНК как результат электростатического взаимодействия 
отрицательно заряженных фосфатных групп фосфатно-дезок- 
сирибозного остатка ДНК и положительно заряженных коль- 
цевых структур воздействующего на ДНК соединения, напри- 
мер акридиноранжа. Этот тип связывания обычно является сте- 
хиометрическим (1 молекула вещества на 4—5 нуклеотидов 
ДНК) с довольно низкой константой связывания. Алифатиче- 
ские полиамины, например, спермин, связываются с ДНК ис- 
ключительно путем такого периферического взаимодействия. 

Вторая модель предусматривает интеркаляцию плоских аро- 
матических кольцевых систем (например, бромистый. этидий) 
между двумя уровнями пар оснований двойной спирали ДНК. 
Этот тип связывания также характеризуется стехиометрией (1 
молекула на две пары оснований). Константа связывания при 
интеркаляции значительно выше, чем при периферическом свя- 
зывании (Р. Н. Гончарова, 1974). 

Пространство для интеркаляции образуется вследствие ло- 
кального раскручивания (12° вращения) двойной спирали, 
которое приводит к формированию между соседними парами ос- 
нований промежутка (^—0,35 нм). Молекула интеркалирован- 
ного вещества находится в вандерваальсовом контакте с па- 
рами оснований сверху и снизу. Тесный контакт между л-орби- 
талями молекулы препарата и пар оснований должен 
способствовать стабилизации комплекса благодаря гидрофобным 
силам и взаимодействиям, возникающим при переносе заряда. 

К настоящему времени известно болышое число антибиоти- 
ческих веществ, способных эффективно взаимодействовать 
с ДНК: актиномицины, митомицин, хромомицин, митрамицин, 
`оливомицин, хиномицин А, гедамицин, рубифлавин, нетропсин, 


; 


нцин, блеомицин, флеомицин, лютеоскирин, антрамиции, 
и ин-брунеомицин (Гейл и соавт. 1975). Большинство 
Г: в качестве критериев изменения ДНК ПОД ВЛИ- 
янием различных веществ использовали температурную дена- 
турацию, ИК в УФ-спектрофотометрию, ВЯЗКОСТЬ, седиментаци- 
онный профиль и биологические показатели: НН - 
активность, матричные свойства ДНК в РНК- и д К-полиме- 
разных системах, а также некоторые другие физико-химические 
и биологические характеристики ДНК (Кегз{еп её а|., 1966). 
Наиболее полно в этом отношении изучены противоопухолевые 
антибиотики типа актиномицинов (\/еПз, 1971), митомицина 
С (Ке!мо е{ а|., 1971), антрациклинов (Г. Ф. Гаузе, 1967) и др. 
Кроме того, за последние годы интенсивно исследовались и 
многие антибактериальные антибиотики, такие как аминоглико- 
зидгые препараты, мирацил О, плюрамицин, эхиномицин, ан- 
трамицин (Кагио е{ а|., 1970; КоНп, 1970) и другие, относи- 
тельно которых установлено,что они могут взаимодействовать 
с ДНК. 

Обобщая данные по взаимодействию ДНК с антибиотиками, 
можно сделать вывод, что непосредственный контакт ДНК 
с различными противоопухолевыми и антибактериальными ан- 
тибиотиками (ш уйго) или их способность взаимодействовать 
на уровне клетки (ш \!0) в большинстве случаев приводит 
к изменению физико-химических и биологических свойств моле- 
кулы ДНК, причем в преобладающем большинстве антибио- 
тики, связываясь, проявляют специфичность к типу ДНК и ее 
конформации. 

Однако высокая токсичность перечисленных препаратов, их 
довольно узкий антибактериальный спектр, небольшая специ- 
фичность действия препятствует использованию этих веществ 
в качестве ДНК-тропных ингибиторов устойчивости микроорга- 
низмов к антибиотикам. 

«Тем не менее, — как считают Гейл и др. (1975), — возмож- 
но, что интеркалирующие свойства молекул в сочетании со спо- 
собностью некоторых добавочных участков специфически свя- 
зываться снаружи от расположенных «стопкой» па 
как в случае актиномицинов, мог 
специфических препаратов». 

Обсуждаются различные возможности 
торых ДНК-тропных веществ, например актиномицина 2 ($0- 
Бе её а|., 1971) для использования их в лечебных целях. Осу- 
ществляется изыскание микробных штаммов-продуцентов пре- 
паратов, направленно действующих на К-факторы бактерий. 
Уже используются некоторые химиотерапевтические ‘агенты для 
элиминации эписомных факторов резистентности (конкретные 
примеры будут приведены позднее). 


Не исключено, что среди известных сравнительно малоток- 
сичных антибактериальных антибиотиков могут быть такие, 


р оснований, 
ут способствовать созданию 


модификации неко- 


жай взаимодействуют с ДНК. Обнаружение этого факта 
ан, я основой для разработок в направлении 
п ффективности ДНК-тропного действия этих анти- 
биотиков путем их ‚химической модификации, сенсибилизации 
бактериальной ДНК к повреждающему действию антибиоти- 
ков с одновременным использованием веществ, препятствую- 
щих нежелательным влияниям ДНК-тропных препаратов на 
ДНК тканей макроорганизма. Изучение действия антибиотиков 
на ДНК представляет интерес и в связи с тем, что среди по- 
следних обнаружено значительное количество веществ, обла- 
дающих мутагенной активностью, проявление которой может 
приводить к возникновению, наряду с другими мутантами, и ан- 
тибиотикоустойчивых форм бактерий. В таких случаях, как нпо- 
лагают некоторые исследователи (Р. И. Гончарова, 1974), мо- 
жет оказаться полезным использование антимутагенов, но для 
этого необходимо иметь определенные представления. о меха- 
низмах взаимодействия антибиотиков с ДНК. 

Все это послужило причиной проведенного автором с с0- 
трудниками изучения действия тетрациклина, эритромицина и 
хлорамфеникола на ДНК различного происхождения. 

Н!еисв, ВоЦоп (1959) исследовали способность тетраци- 
клинов образовывать комплексы с различными органическими 
и биологическими соединениями, в том числе и с ДНК. Оказа- 
лось, что‘окситетрациклин при определенных условиях может 
изменять некоторые физико-химические свойства ДНК. 

Конп (1961)` изучал взаимодействие тетрациклина с ДНК 
из спермы лосося и тимуса теленка в присутствии двухвалент- 
ных катионов. 

Методом равновесного диализа и флюоресценции Корп пока- 
зал, что в присутствии ионов Ме, Саи 7п тетрациклин связы- 
вается с молекулами как нативной, так и денатурированной 
ДНК. Этот эффект имел место только в том случае, если в си- 
стему ДНК- антибиотик добавлялись ионы двухвалентных ме- 
таллов. Кобп считает, что связывание ДНК с тетрациклином 
можно объяснить тем, что тетрациклин, образуя хелаты с ио- 
нами металлов, присоединяется к специфическим участкам ма- 
кромолекулы ДНК. ! 

р Л. М. ен иА. Б. Силаев (1964) продемонстрировали 
взаимодействие тетрациклинов с нуклеиновыми кислотами ме- 
тодом пересекающего электрофореза, при помощи которото мо- 
жно установить факт комплексообразования и в известной сте- 
пени судить о силах, возникающих при взаимодействии и устой- 
чивости образующихся комплексных соединений. В работе ис: 
пользовали препараты дрожжевой РНК, рибосомальной РНК 
из Е. со! и ДНК из зобной железы теленка. 

Мутагенный эффект окситетрациклина на бактерии обна- 
ружил Кг@тегу (1967). Он пишет, что, исходя из структуры ок- 
ситетрациклина, можно представить, что он действует на ген- 
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Арт: 


ак как наблюдается мутагенное действие ОКсите 


адин па бактерии (появление мутантов сотен 
пенициллиназы). Интересно, что направленность мутагенез 
проявлялась в зависимости от типа нуклеотидного состав 
ДНК. =. 

Одним из факторов, расширяющих —° гость применения 
ДНК-тропных веществ, является снижение проявления неже- 
лательных воздействий таких веществ на ДНК тканей макро. 
организма. 

Автором с сотрудниками было показано, что такие биологи- 
чески активные вещества, как спермин, гепарин и гистоны, за- 
метно уменьшают действие солянокислого окситетрациклина 
на денатурацию ДНК тканей макроорганизма. . 

По данным литературы (ТаБог, 1961, 1962), защитный э- 
фект спермина на ДНК заключается в нейтрализации заряда 
фосфатных групп ДНК, что увеличивает ее температуру плав- 
ления. Это увеличение зависит от длины цепочки полиамина 
(Твотаз, Вегпз, 1961) и от ионной силы раствора (ТаБог, 
1962). Наши результаты, полученные при тепловой денатура- 
ции ДНК со спермином, согласуются с данными приведенных 
авторов. Оказалось, что температура плавления ДНК тимуса 
теленка при добавлении спермина увеличивается на 9°С, а 
ДНК $1. риПогит — на 4°С (Л. С. Кравченко и др., 1974). 

То, что протекторное действие спермина проявляется в кон- 
формационной стабилизации молекул ДНК, экспериментально 
доказано многими исследователями (ВасбгасН, ЕПоп, 1969; 
ЕНоп, ВасНгасН, 1969). Работы, проведенные с использованием 
бактериальных клеток, показывают защитный эффект спер- 
мина против лизиса определенных бактерий (@гозз\/с2, Аме|, 
1963). Севаг и де Курси (1970) обнаружили, что спермин пре- 
дотвращает появление устойчивости к антибиотикам у микро- 
организмов. 

В опытах автора с сотрудниками солянокислый окситетра- 
циклин снижал температуру плавления ДНК тимуса теленка 
‚и ДНК $1.риПогит. С применением спермина температура пла- 
вления ДНК тимуса теленка и ДНК $1. риПогит с солянокис- 
лым окситетрациклином при отношении ДНК-антибиотик 1:1 
не отличалась от температуры плавления контрольной ДНК. 
Эти данные можно объяснить, на наш взгляд, следующим об- 
разом. При комбинированном использовании солянокислого 
окситетрациклина и спермина наблюдается взаимный антаго- 
низм между названными препаратами: солянокислый окситет- 
рациклин блокирует действие спермина, проявляющееся в по- 
вышении температуры плавления ДНК, а спермин подавляет 
влияние солянокислого окситетрациклина на ДНК. В резуль- 
тате, таких взаимоотношений между препаратами температура 
плавления ДНК остается неизменной или немного уменьшается 
в зависимости от концентрации антибиотика. Мы не могли пол- 
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ностью снять эффект антибиотика (при отношении ДНК — ан- 
тибиотик 1:2), повышая концентрации спермина, так как при 
концентрации больше чем 10-6 М спермин осаждал ДНК. 

При тепловой денатурации ДНК со спермином нами было 
обнаружено, что спермин значительно больше увеличивал тем- 
пературу плавления ДНК тимуса теленка, чем ДНК $1. риЙо- 
гит. В свете этих данных следует отметить, что спермин, 
встречающийся в естественных условиях преимущественно в раз- 
личных животных тканях (ТаБог ап Тарог, 1964), стабилизи- 
рует меньше бактериальную ДНК, и, вероятно, этим объясня- 
ется избирательный токсический эффект окситетрациклина на 
бактерии, так как известно, что антибиотик не оказывает серь- 
езного повреждающего действия на животные ткани. 

Аналогичные данные были получены при тепловой денату- 
рации ДНК тимуса теленка с гистоновыми фракциями }, [з› с0- 
лянокислым окситетрациклином, аурантином и их сочетаниями. 
Оказалось, что гистон |1 в опытах с ДНК тимуса теленка’ и со- 
лянокислым окситетрациклином в большей степени блокировал 
действие антибиотика, чем гистон {з. Это, вероятно, связано 
с тем, что в реконструированном нуклеогистоне гистоновые 
фракции обладают различной способностью стабилизировать 
ДНК. В основе неодинаковой способности стабилизировать 
ДНК, по-видимому, лежат различия в структуре самих нукле- 
огистонов, обусловленные различиями во вторичной структуре 
гистоновых фракций (Боннер, 1967). Наши выводы подтверж- 
даются опытами Ниапо её а|. (1964), которые, применяя раз- 
личные гистоновые фракции при исследовании искусственных 
нуклеогистонов, наблюдали предпочтительное связывание гис- 
тона | с ДНК. Интересно заметить, что в опытах с ДНК $1. 
риПогит, гистоновыми фракциями |, [з, солянокислым окситет- 
рациклином, аурантином и их комбинациями температура пла- 
вления оставалась на уровне этого показателя, полученного при 
использовании чистой ДНК с антибиотиками, т. е. гистоны не 
оказывали заметного действия. Мы считаем, что эти резуль- 
таты указывают на специфичность взаимодействия гистонов 
с тканевой и бактериальной ДНК, которая определяется, по- 
видимому, как типом нуклеотидного состава ДНК, так и струк- 
турой гистоновых фракций. 

Нами изучалась также способность гепарина предохранять 
ДНК от действия солянокислого окситетрациклина при ее тем- 
пературной денатурации. Сам гепарин не оказывает р на 
температуру плавления ДНК. Однако в сочетании с ДНК ти- 
муса теленка малые концентрации гепарина полностью или 
в значительной мере блокируют эффект солянокислого окситет- 
рациклина (в зависимости от концентрации антибиотика) на 
ДНК. В этом смысле гепарин представляется ценным препара- 
том для снижения токсических свойств солянокислого окситет- 
рациклина. Известно, что гепарин содержится только в живот- 


гота в" Гособност онижать токе 
ных тканях и обладает о ольц, 1960) еее 
свойства многих антибиотиков (Ма. Е р. - У Став 
лено, что гепарин снижает побочное м а ИОТИКоВ теу 
быстрее, чем выше его ВИЙ В ее Е антибио. 
тики образуют комплексы с гепарином, ч р : дит В ряде 
случаев к снижению их оон _ активность 
(Л. М. Губерниева, А. Б. Силаев, 1964). Было показано, что не. 
посредственное взаимодействие гепарина с солянокислым оксн. 
тетрациклином не сопровождается инактивацией антибиотика. 
Надо полагать, что гепарин может понижать токсические воз. 
действия солянокислого окситетрациклина в животных тканях, 
не препятствуя токсическому эффекту антибиотика на бактери- 
альную клетку в условиях организма. вы 

Другая серия исследований, проведенных в нашей лабора- 
тории (А. Я. Ровинская и др., 1970; А. Я. Ровинская, 1973) 
была посвящена изучению взаимодействия ДНК (различного 
происхождения) с хлорамфениколом и эритромицином. В ка- 
честве методического подхода для оценки изменений различ- 
ных функций ДНК под влиянием хлорамфеникола или эри- 
тромицина мы использовали как биологические (генетическая 
трансформация, гибридизация РНК-полимеразная система), 
так и физико-химические (температурная денатурация, чувст- 
вительность к нуклеазам, УФ и ИК-спектры, равновесный диа- 
лиз) методы исследования. 

Исследования последних лет показали, что механизм дейст- 
вия того или иного антибиотика на клетку следует рассматри- 
вать как совокупность множественного действия препаратов на 
различные системы и.структуры клетки. 

Использованные антибиотики, хлорамфеникол и эритроми- 
цин, довольно хорошо изучены в отношении воздействия их на 
синтез белка.Сведения о влиянии эритромицина на различные 
функции ДНК в литературе практически отсутствуют. Что ка- 
сается хлорамфеникола, то имеются сообщения о его терато- 
генном действии (Ап4егзоп, 1967), о подавлении митотического 
процесса (МЦиз, 1970). Однако при этом большинство авторов 
считает, что хлорамфеникол воздействует на ДНК опосредован- 
но, подавляя синтез определенных белков, ответственных за 
инициацию репликации хромосомы (Ма 1зоп, 1968). 

Применение температурной денатурации позволило А. Я. Ро- 
винской с соавт. обнаружить влияние эритромицина на харак- 
тер плавления различных видов ДНК. Наблюдалось повыше- 
ние температуры плавления (Ти„) ДНК зобной железы и гемо- 
литического стрептококка. Тл ДНК кишечной палочки в 
присутствии эритромицина не изменялась. 

В этих же опытах была установлена зависимость действия 
эритромицина на чувствительность ДНК к ДНК-азе от нуклео- 
тидного состава самой ДНК. ДНК кишечной палочки (А+ 
-ЕТ/Г-+Ц 21,0) гидролизовалась в присутствии эритромицина 
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полностью. ДНК. гемолитического стрептококка (АТ/Г+Ц= 
—1,94) и тимуса теленка (А+Т/Г+Ц= 1,36) под влиянием ан- 
тибиотика становились более устойчивыми к ферментативному 
гидролизу. Кроме того, была установлена зависимость степени 
подавления гидролиза ДНК от концентраций: увеличение дозы 
эритромицина обусловливало более выраженный ингибирующий 
эффект гидролитической реакции. 

Применение различных химических агентов позволило нам 
более полно охарактеризовать действие эритромицина на ДНК. 

‚В опытах по температурной денатурации спермин снимал 
действие эритромицина на ДНК. На основании этих результа- 
ТОВ В сочетании с фактом подавления эритромицином гидроли- 
тического деиствия панкреатической дезоксирибонуклеазы мо- 
жно сделать вывод о конкурирующих взаимоотношениях ме- 
жду эритромицином и спермином за отрицательно заряженные 
фосфатные группировки в молекуле ДНК. 

Результаты анализа инфракрасных спектров коррелировали 
с изложенными данными, подтверждая предположение о нали- 
чии двух способов стабилизации (водородном и электростати- 
ческом) эритромицином двойной спирали полинуклеотида. 

Следует отметить, что другой изучаемый антибиотик хло- 
рамфеникол не оказывал влияния ни на температурную денату- 
рацию ДНК, ни на их чувствительность к нуклеазе. Действие 
эритромицина на генетическую трансформацию (в нашей ра- 
боте) исследовали путем воздействия антибиотика непосредст- 
венно на ДНК, выделенную из штамма донора гемолитического 
стрептококка, и на ДНК, полученную из донорских клеток этой 
же культуры, предварительно обработанных эритромицином. 
Результаты проведенных опытов согласуются с представлением 
о стабилизирующем действии антибиотика на ДНК. Высокие 
концентрации эритромицина (1000, 100, 50 мкг/мл) полностью 
лишали нуклеиновую кислоту ее трансформирующей способ- 
ности. Снижение концентрации обусловливало уменьшение ин- 
гибирующего эффекта антибиотика, но и при мичимальных до- 
зах последнего биологическая активность ДНК гемолитического 
стрептококка подавлялась в 2,5—8 раз. Интересно отметить. 
что ДНК, выделенная из культуры, обработанной суббактери- 
остатическими концентрациями эритромицина, была менее ак:, 
тивна в опытах по трансформации, чем препарат, полученный 
из клеток, обработанных бактериостатическими концентраци- 
ями антибиотика. 

Анализируя результаты физико-химических исследований 
влияния эритромицина на ДНК в совокупности с данными экс- 
периментов по генетической ‘трансформации, можно предполо- 
жить, что способствуя упрочнению двойной спирали ДНК пу- 
тем водородного и электростатического воздействия на ее мо- 
лекулу, антибиотик препятствует расплетению нитей ДНК 
внутри реципиентной клетки, вследствие чего происходит подав- 


ление трансформирующих свойств ДНК гемолитического стреп. 
‹а. 

"Установив способность эритромицина влиять на генетиче, 
ские функции ДНК, интересно было изучить его воздействие 
на матричные свойства дезоксирибонуклеиновой кислоты. С этор 
целью была выбрана РНК-полимеразная система ДНК:-зависи. 
мото синтеза РНК и метод гибридизации ДНК с комплемен. 
тарными участками РНК, где в обоих случаях ДНК выполняет 
роль матрицы. Оказалось, что синтез РНК на матрицах, обра- 
ботанных эритромицином, так же как процесс гибридизации 
с участием аналогичных ДНК, подавлялся, причем эффектив- 
ность ингибирования зависела от нуклеотидного состава ДНК. 
Самое незначительное подавление синтеза РНК наблюдалось 
в тех случаях, когда в качестве матрицы использовали ДНК 
кишечной палочки (А--Т/Г-+Ц= 1,0). Соответствующий эффект 
был установлен и в опытах по гибридизации, где степень ги- 
бридизации меченной РЗ? РНК с ДНК кишечной палочки, об- 
работанной эритромицином, практически не отличалась от 
таковой в контрольных опытах. С увеличением АТ-групп в моле- 
куле ДНК подавление матричных свойств ДНК эритромици- 
ном усиливалось и наиболее выражено было в опытах с ДНК 
гемолитического стрептококка. 

Результаты опытов по гибридизации согласуются с данными 
о стабилизирующем действии эритромицина. Известно (Джи- 
леспи, 1970), что для формирования комплекса ДНК—РНК не- 
обходимо наличие однонитевой формы ДНК. Учитывая обнару- 
женную способность эритромицина упрочнять молекулу ДНК 
с помощью водородного и электростатического взаимодействия, 
можно предположить, что основной причиной снижения про- 
цента гибридизации в присутствии антибиотика является недо- 
статочно полное расплетение комплементарных нитей ДНК. 
В тех местах цепи, где эритромицин дополнительно укрепляет 
биспираль, помогая сохранять этим участкам нативное состоя- 
ние, комплементарные участки РНК не способны спариваться 
с ДНК, что и приводит к подавлению процесса гибридизации. 
Эти выводы совпадают с выводами ЗН (1966). Автор сооб- 
щил, что ДНК, выделенная из различных штаммов Е. со|, об- 
работанных митомицином С, снижала способность необрабо- 
танной ДНК формировать гибриды с м-РНК. Способность ми- 
томицина С образовывать ковалентные сшивки дала возмож- 
ность автору предположить, что антибиотик препятствует рас- 
хождению нитей ДНК, тем самым уменьшая ее эффективность 
в формировании гибридов. 

Действие эритромицина на РНК-полимеразную реакцию но- 
сит более сложный характер из-за многокомпонентности сис- 
темы. Сложность интерпретации полученных данных заключа- 
ется в том, что антибиотик может вызывать подавление синтеза 
РНК не только за счет влияния на ДНК, но и воздействуя на 
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функции РНК-полимеразы. В литерату 
большое ме данных о влиянии различных антибиоти- 
ков на Д К-зависимый синтез РНК в бесклеточной системе. 
Одни, такие как стрептоварицин (ЗаюзсЬ!, 1968), рифамицин 
(ЗсПааш, 1971), угнетают РНК-полимеразную реакцию шуйЙго, 
не связываясь с ДНК, а действуя непосредственно на функции 
фермента. Другие антибиотики, типа дистамицина (Свапага 
её а|., 1970), мирацила Р (\Мешееш её а|.. 1971), подавляют 
синтез РНК за счет взаимодействия с ДНК-матрицей. В этом 
случае подавляющее действие антибиотиков ослаблялось повы- 
шением содержания ДНК в РНК-полимеразной системе. 

В опытах автора с сотрудниками в пользу предположения 
о подавлении эритромицином синтеза РНК путем воздействия 
на ДНК-матрицу свидетельствует факт специфической зависи- 
мости степени ингибирования от нуклеотидного состава исполь- 
зуемой матрицы. Кроме того, известно, что РНК-полимераза 
обладает сродством к денатурированной форме ДНК (Хурвиц, 
Огест, 1965). 

Изучение синтеза РНК на ДНК-матрицах, поврежденных 
обработкой ДНК-азой (@о44аг4 е{ а|., 1970), показало, что по- 
явление в результате действия дезоксирибонуклеазы одноните- 
вых разрывов приводит к возникновению на ДНК новых мест, 
способных связывать РНК-полимеразу. Необходимость локаль- 
ных расплетений нитей ДНК при синтезе ДНК-зависимой РНК 
была также продемонстрирована работами Казасапа еЁ а|. 
(1971), в которых исследовали синтез РНК на матрицах с ин- 
дуцированными поперечными сшивками. Более того, \004, 
Вего (1964), О. С. Лазуркин, В. П. Пермогоров, М. Д. Франк- 
Каменецкий (1968) считают, что РНК-полимераза обладает 
по отношению к ДНК деспирализирующим действием (О.С. Ла- 
зуркин и др., 1966). В свете приведенных данных представля- 
ется вероятным влияние эритромицина на процесс взаимодей- 
ствия ДНК с ферментом. Упрочнение двуспиральной струк- 
туры ДНК в присутствии эритромицина, возможно, снижает 
эффективность связывания РНК-полимеразы с ДНК-матри- 
цей. Ю. В. Козлов и Г. П. Георгиев (1967) установили, что 
РНК-полимераза может быть вытеснена из комплекса с днк 
при обработке полиамином (стрептомицинсульфатом) и при по- 
вышениии ионной силы. По мнению авторов, эти данные указы- 
вают на возможность электростатического взаимодействия ДНК 
и полимеразы. Учитывая аналогичный эффект спермина на вза- 
имодействие ДНК с эритромицином, можно заключить о кон- 
курирующих взаимоотношениях между эритромицином и РНК- 


ре имеется довольно 


полимеразой за общие места взаимодействия с ДНК. Было так-* 


же показано торможение РНК-полимеразой действия других 
ферментов, для которых необходимо наличие свободных 3’-гид- 
роксильных концевых групп молекулы ДНК. По мнению ряда 
авторов, это свидетельствует о существовании специфических 
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мест в ДНК (свободные 3’ОН-группы), по которым и Происхо. 
дит присоединение фермента (Ю. В. Козлов, Г. к? воргиев, 
1967; Атопу е# а|., 1969). Использованная в нашей работе пан. 
креатическая дезоксирибонуклеаза разрывает Ффосфодиэфирные 
связи в полинуклеотидной цепи между углеродом в З’ОН-по. 
ложении и фосфатом. Эритромицин ингибировал действие дан. 
ного фермента. Следовательно, 3”ОН-группы — именно те места 
воздействия, за которые эритромицин и РНК-полимераза мо. 
гут конкурировать. На основании такого предположения инги. 
бирование РНК-полимеразной системы отчасти можно объяс- 
нить блокировкой 3”ОН-групп эритромицином, вследствие чего 
снижается эффективность ДНК в качестве матрицы. 

Изучение хлорамфеникола в биологических опытах пока- 
зало, что данный антибиотик незначительно изменял биологи- 
ческую активность ДНК и только при высоких концентрациях. 
Он также оказывал подавляющее действие на матричные свой- 
ства ДНК, но при этом зависимости от нуклеотидного состава 
матрицы обнаружено не было. То, что в физико-химических ис- 
следованиях влияние хлорамфеникола на ДНК не было уста- 
новлено, а подавление биологических и матричных свойств на- 
блюдалось только при высоких концентрациях и без специфи- 
ческой зависимости от типа оснований в препаратах ДНК, 
позволяет сделать вывод о неспецифическом влиянии хлорамфе- 
никола на молекулу ДНК. 

Обобщая полученные данные по влиянию эритромицина на 
биологические и физико-химические свойства ДНК, можно сде- 
лать вывод о способности данного антибиотика воздействовать 
на генетический аппарат клетки. 

Так как степень воздействия эритромицина находится в за- 
висимости от типа ДНК и проявляется более выражено с уве- 
личением содержания аденина и тимина в молекуле ДНК, пред- 
ставляется возможным его нежелательное действие на клетки 
ткани в связи с тем, что тканевая ДНК, как правило, АТ-типа. 

Эритромицин широко применяется в медицинской практике. 
Токсичность данного антибиотика невелика. Мыши перорально 
переносят однократно эритромицин в дозах порядка 2000 мг/кг. 
Длительное двухнедельное введение эритромицина собакам и 
мышам не вызывает симптомов интоксикации. Однако получен- 
ные данные могут объяснить те проявления токсического дейст- 
вия некоторых производных антибиотика (илозон), которые, 
создавая высокие концентрации эритромицина в организме, дей. 
ствовали на паренхиму печени (Типп\уа| её а|., 1954). Установ- 
лено, что через 2 ч после приема антибиотика содержание в | г 
ткани превышало концентрацию его в 1 мл сыворотки крови: 
в печени —в 13,5, поджелудочной железе —в 8,4, селезенке — 
в 4,1, надпочечниках — в 3,6, в слюнной железе —в 2,9 ив лег- 
ких —в 1,7 раза. В связи с этим при неоднократном введении 
в организм эритромицина нельзя исключить его кумулятивное 
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МАНА свете полученных нами 
эритро! а различные биол и 
а ДНК (АТ-типа) а 
данного антибиотика на генетическую м В вОЗДеИСТВии 
организма. Это обстоятельство требует а Би: 
медиков имелись препараты, способные а 
Н молекулы 
ДНК тканей от поражающего действия антибиотиков. Наличие 
таких веществ могло бы сыграть положительную роль и в пре- 
одолении лекарственной устойчивости микроорганизмов, так 
’ к. 
как это позволяет создавать высокие концентрации антибиоти- 
ков в тканях организма с меньшим риском вызвать нежела- 
тельные последствия. 

Как уже отмечалось, некоторые антибиотические вещества 
могут быть довольно сильными мутагенами. Известно, что ос- 
новным условием мутагенности определенного химического сое- 
динения является его ДНК-тропность (Стент, 1974). В связи 
с этим полученные в лаборатории автора данные о взаимодей- 
ствии тетрациклина и эритромицина с молекулами ДНК можно 
рассматривать как основание для отнесения названных ‘анти- 
биотиков в группу биологически активных веществ с потенци- 
альной мутагенной „активностью. Геппагё (1969) в опытах 
Мсгозрогит обнаружил, используя три независимых метода, 
появление в культуре дерматофита мутантов в результате воз- 
действия гризеофульвина. 

Особенно много в литературе опубликовано данных о мута- 
генном действии стрептомицина (Н. П. Дубинин и др., 1961; 
Т. Ф. Закирова, 1971). Например, стрептомицин проявил себя 
как мутаген прежде всего в отношении нехромосомных генов 
(опыты проводились с СШатудотопаз гепраг@!), что было 
подтверждено флуктуационным тестом и методом Ньюкомба. 
Необходимо отметить, что стрептомицин был первым антибио- 
тиком, для которого доказано взаимодействие с ДНК. 

Имеются сообщения о мутагенном действии тетрациклина 
(Кгётегу, 1967), неомицина и гигромицина: (М. И. Пронина и 
др., 1973) и ряда других антибиотиков. 

Описаны также результаты воздействия антибиотиков на 
клетку, которое можно рассматривать как весьма близкое к му- 
тагенному эффекту, в частности хромосомные аберрации под 
влиянием митомицина С (Кигу её а|., 1967), хлорамфеникола, 
стерптонигрина (Сопеп, 1963), тератогенное действие хлорам- 
феникола (Апегзоп, ВаШе, 1967), леворина и гризеофульвина 
(Н. Н. Слоницкая и др., 1961) и др. Таким образом, живых: 
туре опубликовано достаточное количество ей т пред- 
положить возможную роль мутагенного действия анти иотиков 
в увеличении числа антибиотикоустойчивых мутантов патоген- 
ных микроорганизмов. Отсюда не исключено, что некоторые 
из известных антимутагенов могут представить интерес в ас- 
пекте их использования в качестве средств, способствующих 
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преодолению лекарственной устойчивости возбудителей инфе. 


Й. 
ционных заболевани ь Е | 
Первым из исследователей, кто попыта’ химически 


тствующие возникновению резистентных вариак, 
вещества, препя у ва] (1962 1964) т н 
тов микроорганизмов, был беуа8 6 я › КОТорыь 
в опытах со 9. аигеиз и Е. аеговепез обнаружили, что спермин 
и спермидин в комбинации со стрептомицином, пенициллиноц, 
эритромицином могут полностью, а в сочетании с тетрацикли. 
ном и хлорамфениколом — частично предотвращать появление 
устойчивых к перечисленным антибиотикам клеток. При этом 
оказалось, что сами полиамины не обладали антибактериаль- 
ными свойствами. Давая объяснение природе наблюдаемого 
явления, Зеуас е{ а|. предположили, что спермин и спермидин 
могут быть антимутагенными агентами и что местом приложе- 
ния их антимутагенного действия является ДНК. 

По данным Зеуае (1964), хинакрин (атебрин) также обла- 
дал свойством подавлять развитие устойчивости к ряду суль- 
фаниламидов и антибиотиков некоторых видов бактерий. Васв, 
Зойпзоп (1971) провели серию работ по выяснению возможно- 
сти уменьшения частоты возникновения спонтанных и индуци- 
рованных мутаций с помощью спермина и хинакрина. Они изу- 
чали возникновение прямых мутаций устойчивости Е. сой и 
$. ацгеиз к стрептомицину. Во всех случаях, когда бактерии 
выращивались в присутствии 150 мкг/мл спермина, частота по- 
явления стрептомициноустойчивых мутантов была в 2—3 раза 
ниже, чем в контроле. При добавлении спермина к культураль- 
ной среде не было отмечено различий в интенсивности роста 
чувствительных или устойчивых к стрептомицину бактерий, что 
не позволяет объяснить наблюдаемые различия в частоте му- 
тации селективным действием. 

Антимутагенный эффект спермина был более выраженным 
при индуцированных кофеином и ультрафиолетом мутациях. 
Мутагенность кофеина под влиянием спермина уменьшалась 
в 12 раз, а ультрафиолета — примерно в 9 раз. 

целях выяснения механизма антимутагенного действия 
спермина и хинакрина ВасВ, ]оНпзоп (1971) изучили влияние 
названных веществ на частоту спонтанных мутаций у штамма 
Е. соЙ с определенным генотипом (ТгеНегз е1 а|., 1954), харак- 
терной особенностью которого является необычная специфич- 
ность, приводящая к замене пар оснований (в результате воз- 
действия мутагена) только одного типа: пары АТ на пару ГЦ, 
что указывает на связь действия мутатора с процессом репли- 
кации. В других опытах авторы изучали влияние спермина и 
хинакрина на частоту мутаций, индуцированных 2-аминопури- 
ном, действие которого также отмечается во время репликации. 
Было найдено, что спермин в концентрации 100—150 мкг/мл 
уменьшал число устойчивых к стрептомицину мутантов на 30— 
50% у штамма с мутаторным геном. Более эффективным анти- 
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мутагеном оказался хинакри Ее : 
мутаций В среднем в 5 ав а спонтанных 
› (1974а) данные о дейс ее те ‚И. М. Терешиным и 
др И деиствии спермина и спермидине о 
чивость бактерий к хлорамфениколу и стрептом ое. 
к - кол мицину показали 
что спермин снижал число устойчивых клеток Е ыы , 
фениколу в 1,5—2 раза. Наиболее отчетливое с: 
наблюдалось при высоких концентрациях (200—400 и. 
Устойчивость к хлорамфениколу в присутствии спермидина сни- 
жалась примерно в 4 раза при концентрации полиамина 50— 
100 мкг/мл. Спермидин незначительно (в 1,2—1,4 раза) снижал 
число устойчивых клеток $. аигеиз к хлорамфениколу. В отно- 
шении резистентности к стрептомицину действие ‘спермидина 
при совместном использовании с антибиотиком было более ин- 
тенсивным: число резистентных клеток снижалось в 1,5—2 раза. 

Антимутагенный эффект суббактериостатических концентра- 
ций спермина был подтвержден исследованиями \Мешз{ейт ей а1. 
(1967) и ряда других авторов. 

Как было показано Р. Я. Галановой (1968), акрихин в кон- 
центрации 150 мкг/мл задерживал развитие резистентности 
©. ашгеиз к оксациллину и стрептомицину. При 80 мкг/мл акри- 
хина развитие устойчивости предотвращалось не во всех слу- 
чаях, а при 20 мкг/мл вовсе не отмечалось влияния на процесс 
развития резистентности. Однако при изучении влияния акри- 
хина на частоту мутации устойчивости 5. аигеиз к мономицину, 
оксациллину и стрептомицину автор не получила достаточно 
убедительных доказательств наличия антимутагенного действия 
акрихина, что дало ему основание сделать предположение о по- 
давлении акрихином фазы адаптации у потенциально устойчи- 
вых микроорганизмов. По мнению автора, В пользу этого пред- 
положения свидетельствуют данные В. Н. Соловьева (1973) 
о способности акридинов угнетать индуцированный синтез пе- 
нициллиназы у $. аигецз. 

В 1971 году Васв, Лоблзоп (1971) осуществили изучение ан- 
тимутагенной активности около 200 химических соединений, 
обращая особое внимание на роль химической структуры ве- 
щества в проявлении антимутагенного действия. С этих пози- 
ций авторы проанализировали значение характера алкильной 
боковой цепи антимутагенов, влияние изменений локализации 
аминогруппы в акридиновом ядре, а также Е леНАЬ различных 
«активизирующих групп» в хинолиновое ядро. ыло установ- 
„лено, что антимутагенная активность хинакрина ы. связана 
с наличием у него сперминоподобной боковой цепи. Сравнение 
активности ряда производных хинолина и хинакрина с одина- 
ковыми боковыми радикалами показало большую активность 
хинакринового ядра. Введение гидрофильных групп по сосед- 
ству с аминогруппой боковой цепи ар к аа уве- 
личению антимутагенной эффективности. Отмечена большая 
разница в активности между производными с одной и двумя 
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аминогруппами, особенно наглядную при сравнении 3-амини. 
‹ 3,6-диаминоакридина (профлавина). После |: 
в . мутагеном среди исс й 
оказался наиболее активным антимут: Педовац 
ных аминопроизводных акридина; 7-хлор-замещение в ХИНоДи, 
новом ядре сопровождалось выраженным активизирующим Е. 
фектом. Алифатические полиамины были менее активными п 
сравнению с гетероциклическими полиаминами, среди Которых 
наиболее активными антимутагенами проявили себя бромистый 
этидий и некоторые бензакридины. ы 
Как показано рядом исследователей, развитие лекарственной 
устойчивости Е. со, $. аигеиз, Мус. {иБегси]031$, Е. аеговбепез 
удается предотвратить при их выращивании в средах, содер- 
жащих полиамины (спермин, спермидин) или атебрин в комби. 
нации с различными антибиотиками (Зтека| её а|., 1966, и др.). 
Опубликован патент США на изобретение способа преду- 
преждения возникновения резистентных к антибиотикам форм 
$. аигеиз, Е. сой и Е. аегобепез (1969), в котором предлагают 
использовать сочетания антибиотиков с антимутагенными веще- 
ствами, список которых включает спермин, спермидин, хина- 
крин, хлорпромазин, циклобензакрин, прометазин, 3-хлор-ди- 
бензоциклогептан и левомепромазин. 
В лаборатории А. Ф. Мороз (1971) проведен цикл работ по 
предотвращению развития лекарственноустойчивых вариантов 
соЙ и $. аигеиз антибиотиками в сочетании с ДНК-троп- 
ными веществами. В опытах с Е. со! при продолжительном (до 
72 ч) культивировании бактерий с ампициллином (0,99 мкг/мл) 
в комбинации с акрихином (195 мкг/мл), аминазином (95 


отмечали авторы при сочетании антибиотика с аурантином 
(25 мкг/мл), хлорохином (25 мкг/мл), 6-меркаптопурином 
(5 мкг/мл) и акрихином (125 мкг/мл). Предотвращение устой- 


соединений, как акри- 
флавин (12,5 мкг/мл), акрихин (100 мкг/мл), 6-меркаптопурин 


(5 мкг/мл), хлорацизин (95 мкг/мл), подавляло повышение 
устойчивости культуры $. аигецз к пенициллину и новобиоцину 


лотину (Рап её а1., 1969). 
По данным Г. Н. Неща 

нового ряда эффективным 

вания антибиотикорезистен 


т работ по 
вариантоз 
ДНК-трог: 
льном (ло 


этой груп этаперази 

В ыовили и метеразин, фторацизин) 

: ) тивых к неомицину клонов 
Е. сой. Комбинация неграма ‘с неомицином оказывала силы 
антибактериальное действие на тест-культуру, однако => 
было оо для предупреждения образования неомици 
ноустойчивых бактериальных клеток. Кофеин с неомицином за- 
держивал, но полностью не предупреждал процесс увеличения 
числа клеток, устойчивых к неомицину. . 

В работе И. Г. Кожухарь и др. (1967) сообщается о сущест- 
венном ингибировании развития устойчивости кишечной па- 
лочки к стрептомицину и протея к рифампицину под влиянием 
акрифлавина, акридина и других акридиновых препаратов. Син- 
тетический препарат — 4-хлоранилид-5-хлорсалициловая кКи- 
слота, как сообщают Коз{г2епзК! е{ а|. (1973), предотвращал 
переход чувствительной к стрептомицину популяции Мусорас- 
{егиит зр. в устойчивую. Е 

Наиболее перспективным направлением исследований (МИ 
зипазВ, 1971) является применение ДНК-тропных веществ для 
элиминации Ю-факторов из резистентных к антибиотикам мик- 
робных клеток. 

Первыми, кто обнаружил элиминирующее действие акри- 
флавина и хинакрина (атебрина), были японские ученые НН 
гофа её а. (1957), МИзиваз № (1971), \МаёапаБе её а1. (1961а), 
в опытах которых элиминация К-факторов из ЗапопеЙа, $В!- 

сеПа и Е. соЙ происходила с частотой 50%, 5% и 1% соответ- 
ственно. Авторами был сделан вывод, что названные вещества 
избирательно подавляют репликацию К-факторов в донорских 
клетках. Сходные результаты были получены при изучении деи- 
ствия акрифлавина на В+-штаммы $. тагсезсейз (Коула еЁа|., 
1966) и $. аигеиз (Т. Г. Сионская, 1970). Штаммы 5. Гаеса!$ 
группы О были «излечены» бромистым этидием от устойчивости 
к тетрациклину, а акрифлавином — от устойчивости к эритро- 
мицину и тетрациклину. С помощью ультрацентрифугирования 
показано наличие плазмидной ДНК у’ исходных устойчивых 
штаммов. У чувствительных вариантов стрептококков, получен- 
ных в результате обработки резистентных штаммов акрифла- 
вином, внехромосомная ДНК отсутствовала. 

Суточное культивирование резистентных к различным анти- 
биотикам штаммов Е. соП, Са! попе!а и З№еа в бульоне 
с добавлением 60—2500. 10-6 М бромистого этидия элимини- 
ровало из устойчивых бактерий некоторые а $. ра- 
пата — устойчивость к канамицину, У штамма 5. аегоу, резис- 
тентного к стрептомицину, сульфаниламидам и ампициллину, — 
только устойчивость к последнему из названных лекарственных 
веществ. 

Е избирательность ‘действия ДНК-тропных веществ указы- 


вают и другие исследователи. Например, у ряда антибиотико- 


устойчивых энтеробактерий после обработки акрифлавином и 
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акридином не удавалось добиться и резистентиаый 
к тетрациклину, эритромицину и левомиц у Ремя ка 
большинство других К-факторов оказались чувствительными 
к названным красителям. 

Г. Н. Нещадим (1972) предпринял попытку выяснить неко. 
торые механизмы элиминации К-факторов бактерий различ. 
ными химическими соединениями. 

При изучении элиминирующей способности рифампицина, 
фурагина, бромистого этидия, неграма и пиронина в отношении 
штамма Е. сой А+ (устойчивого к ампициллину, стрептомицину, 
хлорамфениколу, неомицину и сульфаниламидам) была отме- 
чена полная утрата А-фактора соответственно у 8—12, 2,1—3,8 
и 3,14ф колоний. В некоторых случаях наблюдалась лишь час- 
тичная элиминация или сегрегация маркеров устойчивости 
к стрептомицину или неомицину. Таким же невысоким был уро- 
вень элиминации К-факторов из диких штаммов кишечной па- 
лочки, шигелл, клебсиелл. Обработка бромистым этидием вызы- 
вала полную потерю К-фактора лишь у незначительного числа 
клеток (0,95%) одного штамма клебсиелл. Брунеомицин обус- 
ловливал потерю К-фактора у 0,34% клеток кишечной палочки. 
Остальные препараты не элиминировали К-фактор полностью: 
наблюдалось устранение лишь отдельных детерминантов рези- 
стентности к антибиотикам. 

Таким образом, в отличие от ряда зарубежных исследовате- 


лей (Зобпзюп её а|., 1970; Мапа! е+ а1., 1974) автору не удалось 
выявить высокой элиминирующей активности рифампицина и 
бромистого этидия, из чего он делает заключение, что способ- 
ность к элиминации в значительной мере зависит от природы 
штаммов хозяев, несущих К-факторы. На основании большого 
экспериментального материала Г. Н. Нещадим. предполагает, 


что одним из механизмов элиминации Ю-ф 
ляется повышенная чувствительность Ю+-клеток к элиминирую- 
щим агентам, в частности к рифампицину и в меньшей степени 
к фурагину, что способствует селективному отбору и накопле- 
нию К-клонов. Однако он не исключает возможности и «ис- 


тинных» элиминаций» К-факторов, главным образом при учас- 
тии бромистого этидия. 


ти А. Шендеровым (1971) было осуществ 
УЦго возможности элиминации Ю-факторов и 

у кишечных бактерий т ре а а 
состав г-детерминантов под влиянием антигистаминных пре- 
паратов: димедрола (хлоргидрат В-диметиламиноэтиловый эфир 
бензгидрола), супрастина (хлоргидрат М-диметиламиноэтилМ- 
-р-хлорбензил-а-аминопиридин) и двух производных фенотиа- 
зина — пипольфена, хлоргидрат №М- (2-диметил-аминопропил) -фе- 
нотиазин, и аминазина, хлоргидрат №- (3-диметиламинопропил) 
-2-хлор-фенотиазин. Культивирование кишечных бактерий в при- 
сутствии суббактериостатических концентраций антигистамин- 


акторов из клеток яв- 


лено изучение т 
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епаратов г тк 
ных Пр — . приводило к элиминации лекарстве р о 
пае, 5. ЧУриитигит, $. |опдоп. П ‚ ЭП. Нехпег, ЗВ. зоп- 
: . оцент кол И 
у - В колоний, . 
утративших К факторы или отдельные детермин стабильно 
вости, колебался в преде анты устойчи- 


лах от 0 до 40 
в и зависе 
дуальных особенностей штаммов, типа ЕЯ иИНДИВИ 
рата и времени контакта бактерий с ним. о 


потери устойчивости к антибиотикам наблюдалась под влиянием 
супрастина, затем пипольфена и аминазина: наимен : 
ным был элиминирующий эффект у  димед. Е. ее 
Е. сой Ю>+, устойчивого к мономицину и а А ре. 

2 . мпициллину, частота 
появления бактерий, чувствительных к антибиотикам. была 
выше, чем у штамма Е. соЙ К!*, резистентного к тетрациклину 
и левомицетину. Среди бактерий Е. со! А5+, утративших устой- 
чивость К антибиотикам, наиболее часто обнаруживали сегре- 
ганты, чувствительные к ампициллину, реже к мономицину 
и канамицину, хотя встречались колонии, ставшие одновременно 
чувствительными ко всем 3 антибиотикам. Автор отмечает, что 
механизм элиминации плазмидной резистентности у бактерий 
под влиянием антигистаминных препаратов требует дополни- 
тельных исследований. 

В литературе отмечалось, что противораковый антибиотик 
саркомицин (еда её а|., 1967) элиминирует К-фактор Е. сой 
с частотой 35—45%. Опираясь на эти данные, Н. С. Бродинова 
и др. (1970) провели изучение возможности полного или частич- 
ного удаления детерминантов резистентности из В-фактора с по- 
мощью противоракового антибиотика аурантина, подавляющего 
зависимый от ДНК синтез РНК. Было обнаружено, что ауран- 
тин в концентрации 250 мкг/мл элиминировал входящие в со- 
став В-фактора детерминанты резистентности к тетрациклину, 
левомицетину, стрептомицину и сульфадимезину у одного из 
двух взятых в опыт штаммов Е. сой, устойчивых к антибиоти- 
кам, с частотой 0,5%. При комбинированном воздействии ауран- 
тина и УФ-лучей на штамм Е. со! происходило значительное 
увеличение (от 0,5 до 30,4%) К--колонии, клетки которых были 
способны вновь приобрести К-фактор при скрещивании со 
штаммом Е. сой $СН-222 с частотой 0: 2 

Заслуживают внимания попытки исследователей направленно 
синтезировать химические соединения, обладающие свойством 
элимина сомных факторов. 

ее . р А. количества полученных путем хи- 
мического синтеза веществ позволили найти два соеди- 
нения: 24. (4,6-диамино-1 2-дигидро-2,2-диметил-9-триазин-фе- 

) И ы : бутилбензоил-3-метил-1-фе- 
НиЛ-4) -ацетанимид-этансульфонат и у 
нил-2-пиразолил, которые довольно эффективно элиминировали 
Из 5. аигеиз плазмиды, контролирующие синтез В-лактамаз. ы 

Фогоепзеп её а|. (1974) в результате изучения мере < 
щего действия трех противогельминтных препаратов со следу 


‘кими названиями: септурон, банминт и тибе. 
щими коммерческ казанные вещества устраняли из шта 
о. и к неомицину, ампицилл № 
Е. сой г-детерминанты устойчивости к 1 ИН 
стрептомицину, сульфаниламидам, тетрациклину, хпорамфен. 
о с частотой от 1 до 19%. Наиболее эффективным был сет, 
Е. интерес серия работ Ршпеу и Е (1971 
1974), в которых элиминация К-факторов достигается в усло, 
виях так называемой «бестиминовой смерти» или вследствие 
обработки К+-бактерии, ингибиторами тимидилатсинтетазы, В 
частности, было показано, что фтордезоксиуридин (100 мкг/мл) 
элиминировал с частотой до 15% К-факторы из клеток Е. со] 
фторурацил оказывал аналогичное действие, но его элиминиру- 
ющая активность была в 3 раза ниже. 

Обширные исследования элиминации различных детерминан- 
тов резистентности провели НаВи и СЛаК (1971). В своих опытах 
они использовали штамм Е. соЙ В$-2, устойчивый к канами- 
цину, хлорамфениколу, ампициллину, стрептомицину и сульфа- 
диазину, и гентамицинорезистентный штамм К! еБз1еПа рпешто- 
пгае К+. В качестве элиминирующих веществ в суббактериоста- 
тических концентрациях (104 М) применяли бромистый этидий, 
хинакрин, акридиноранж, берберин, спермин, „хинин, хлорохин, 
р-розанилин и метиленовую синь. Наиболее эффективная эли- 
минация была отмечена при добавлении в питательную среду, 
где культивировали микроорганизмы, бромистого этидия, хи- 
накрина и акридиноранжа. Наибольшую чувствительность к дей- 
ствию антимутагенов проявили детерминанты резистентности 
к канамицину, хлорамфениколу и гентамицину. В этой связи 


устойчивости к 
ниламидам. 
Нельзя не ост 
М Ка\ууа в 1967—1 
путей преодоления л й 
мов. В 1967 году УозВ Кама еЁ а. (1967), ра 
> которого с полным правом можно назвать основателем 
того направления исследований 
Е. сой более чувствительны к тм а иамыы 
чем К-—-клетки, и что эта повы 
рий обусловлена наличием К-фактора (А-клетки «излеченные» 
от К-фактора сочетанием УФ и акридиноранжа, приобретали 
высокую устойчивость к атебрину, а В+-клетки полученные 
в результате реинфекции А-ф : 
ствительными). После воздейс 
клетки Ю+-штамма в популяции б 


скоростью накапливаться К-—клетки, рост которых довольно 


эффективно подавлялся хлорамфеник 

у николом. В да р 

Кама, о подобная повышенная ии 
ток была обнаружена УозПа\уа и в отношении р ты в 
венных веществ, таких как налидиксовая кислот угих лекарст- 
новых красителей. аи ряд акриди- 


В 1 1 оду УозВ кама (197 а Ч ©: злечи- 
97 т Е изучая м ханиз 
р М «из. 
вающего» деиствия акрифлавина на Ю штаммы Е со $ а 
а ю ь р . 


пет и 5. буриипигит, пришел к выводу, что главным, если не 
единственным, механизмом элиминирующего действия т 
нов является селективное увелич ия акриди- 

ее ) тение в бактериальной популя- 
ции числа К -сегрегантов, которые возникают спонтанно. 

В 1974 году Уозб кама предложил метод скрининга, который 
можно применить для изыскания веществ, являющихся инги- 
биторами репликации К-факторов или (и) подавляющих раз- 
множение бактериальных А+-штаммов. Основу метода состав- 
ляет использование температурочувствительного Н] штамма 
Е. сой, полученного путем интегративной супрессии — дерепрес- 
сированного К-фактора. Рост этого штамма подавляется при 
«разрешенной и неразрешенной» температурах веществом — по- 
тенциальным ингибитором бактерий. В том же случае, когда 
испытуемый агент способен элиминировать К-фактор, рост 
штамма подавляется при «неразрешенной» температуре. 

Недавно в лаборатории Иошикавы было установлено, что 
Ю+- и Е+-клетки Е. соЙ более чувствительны к действию касу- 
гамицина, чем штаммы, лишенные соответствующих эписом. 
На ранних стадиях роста Ю+-клеток в присутствии антибиотика 
для бактериальной популяции было характерным преобладание 
сегрегантов, однако затем начинало возрастать количество ре- 
зистентных к действию касугамицина мутантов К+-клеток, что 
автор объясняет. повышением уровня спонтанных мутации. Та- 
ким образом, был установлен факт возникновения устойчивости 
В+-клеток к веществу, элиминирующему К-факторы. В связи 
с этим автор указывает на необходимость рационально `приме- 
нять препараты, обладающих способностью к преодолению 
стойч 3 
- На ЕВ элиминирования эписомных факторов, в том 
числе детерминантов резистентности к ро рев 
с помощью акридиновых красителей, также ИА (1967) 
НизКу её а|. (1967), бт @еу её а|. (1970), Кощопис ее 
и др. Есть сообщения об аналогичной о вы 
пицина (Ловизфоп её а|., 1970; ен арак. 
дина (Н. Т. Алексеевич и др., . 

Иомительный питере п лом 
в лаборатории МИзипаз В! ей а’. , ь у 
на РЯ антибиотиков на ны - ее Е ы-_ 
торых входят плазмиды К-факторов. ‚ к Н КР\ 22418 
штамма: Е. сой К1!2\ 2241 Е-1ас фа и Ё. со = 
100+ (устойчивый к тетрациклину, хлорамфениколу, ‘стр 


ламидам), контролем служили те же шта 


В ММЫ 
ывалось действие 14 антибиотиь 

азмид. Испыт КОВ, 
но лишенные пл 


азомицина, дауномицина, диумицина, гризеоди’ 
алтиомицина, касугамицина, митомицина С, неоплю а 
теина А, ааа флеомицина, стрептотрий 
мицина, и оекой избирательной а 
А-249 и Е. со! А+ характеризовались МИТОМИцин 
а паесодотеЕ: Стрептотрицин, и по. 
аи ие на оба . 
проявляли незначительное подавляющее д тамма 
независимо от специфики эписомы. Проверка элиминирующего 
действия антибиотиков показала, что таким свойством обла. 
дал только митомицин С. Анализируя полученные результаты 
и данные, опубликованные другими исследователями, авторы 
делают заключение, что существует два вида элиминации плаз- 
мид: один — вследствие подавления репликации эписомной ДНК 
и другой — преимущественное угнетение роста бактериальных 
клеток — носителей плазмид, что приводит к отбору бактерий, 
спонтанно теряющих эписомные факторы. 

О перспективах использования ДНК-тропных препаратов 
в клиниках для преодоления устойчивости бактерий к антиби- 
отикам свидетельствуют приведенные в литературе результаты 
экспериментального изучения действия антимутагенов и элими- 
нирующих агентов в опытах ш \1х0. 

Например, Воцапсваца её а1. (1971) ввел мышам гнотобион- 
там через рот 5.107 клеток $. огашепЬиге Ю+. По истечении 
3 дней животным начали давать перорально 2 мг акрифлавина 
в день. В первый же день после приема красителя в выделенных 


из кала мышей сальмонеллах отмечалась элиминация детерми- 
нантов резистентности к стрептоми 
николу, тетрациклин 
устойчивость к ампи 


цину и сульфани 


пата и $. рагаёурв!) 
устойчивость. 


рег 0$ (2,5; 10 и 20 мг) 
до 0,25 МКГ) . 


70) получили хорошие результаты и 
атебрин в сочетании с антиби- 


ОЩЬЮ НК-т е-Х 
р о. — химических соединений и биолог 
ств. Необходимо подчеркнуть, чт таре 
шинство из приведенных в этой главе данн Е 
тах ш У!го. Еще раз уместно напомнит и 


шинство эффективных веществ и что подавляющее боль- 


ся к числу с 
ы авнительно 
токсичных, не нашедших применения или а исполЬ- 


зуемых в клинике. Это о : 
ожным Ее и заставляет быть осто- 
- 1 дущих выводов о возможности 
преодоления лекарственной устойчивости путем сочетанного 
применения химиотерапевтических средств с а 
в нашем обзоре препаратами, обладающими элиминирующей 
или антимутагенной активностью. Нет сомнения, однако, что 
комплексное изучение процессов повышения чувствительности 
ДНК возбудителя инфекции к антибиотикам с одновременной 
защитой ДНК тканей человека от их токсического действия 
анализ закономерностей проявления антимутагенной эффектив- 
ности ДНК-тропных препаратов и рациональный поиск (в том 
числе и химический синтез) высокоактивных элиминирующих 
В-факторы агентов в совокупности представляют весьма обна- 
деживающий путь в общем направлении исследований, цель 
которых состоит в преодолении лекарственной устойчивости па- 
тогенных микроорганизмов. 


Глава !!! 


МЕЖБАКТЕРИАЛЬНАЯ ПЕРЕДАЧА 
РЕЗИСТЕНТНОСТИ К АНТИБИОТИКАМ 
И ЕЕ ПОДАВЛЕНИЕ 


ПЕРЕДАЧА УСТОЙЧИВОСТИ К АНТИБИОТИКАМ 
ПРИ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ТРАНСФОРМАЦИИ 

И ДЕЙСТВИЕ НЕКОТОРЫХ ПРЕПАРАТОВ 

НА ЭТОТ ПРОЦЕСС 


Широко известные эксперименты Ауегу, МасГео4, МасСацу 
(1944), показавших трансформирующую роль ДНК в опытах 
с пневмококками, послужили основой для проведения многочис- 
ленных исследований, посвященных изучению генетической 
трансформации бактерий. 

. нь рерата а опытов обнаружили, что трансфор- 
мация может осуществляться не У всех видов микроорганизмов 
и что эффективность передачи трансформируемого признака 
с помощью ДНК зависит по крайней мере от трех факторов: 
а) состояния реципиента, 6) особенностей трансформирующей 


ДНК ив) условий контакта ДНК и реципиента. 
Ряд наблюдений различных исследователей привел к заклю- 


чению, что способность реципиентных клеток воспринимать 
трансформирующую ДНК сохраняется непродолжительный от- 
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; жи 


о мы) и зависит от фазы роста Клет 
резок време в этот период было названо компеть. 
Состояние реципиента ен 
ностью. вопрос о возможности трансформации того 

к. аа или анализируя влияние различных фа. 
ге на осуществление этого А и. целес 
образно рассматривать трансформацию р > ОСТОяЩИй 

х стадий. 
из льна а ление трансформации по фазам бы; 
сделано Хочкиссом (1960). Он представил кие 
событий при трансформации следующим образом: ) адсорбция 
трансформирующей ДНК на каком-то участке поверхности бак- 
териальной клетки; 2) ее проникновение внутрь клетки; 3) в 
специфическое спаривание (синапсис) с хромосомной структу- 
рой в одном из бактериальных ядер; 4) интеграция генетиче- 
ского фактора, внесенного в клетку с трансформирующей мо- 
лекулой, в структуру хромосомной ДНК; процесс, обеспечиваю- 
щий дупликацию этого фактора при каждом' клеточном делении; 
5) сегрегация трансформированного ядра в результате одного 
или двух митотических делений. Весь этот ряд процессов в ко- 
нечном итоге ведет к появлению трансформанта, у которого 
новый фактор проявляется в фенотипе (фенотипическая экспрес- 
сия); однако, как полагает Шеффер (1960), физиологический 
феномен проявления отличается от всех остальных стадий тем, 
что для него нельзя отметить определенного места. цию протопа 

Первое сообщение о трансформации резистентности к суль- Кипига ( 
фаниламидам появилось в 1941 году. С тех пор было опубли- т 
ковано большое количество работ, в которых представлены дан- 
ные о трансформации устойчивости не менее чем к десяти анти- 
биотикам у различных видов микроорганизмов. 
пог (1990, Вам (1961) и многие другие ое 
ромицину вища и т. стоичивости к стрептомицину, эрит- 

Мой, обра] (1961) . и у пневмококков. 

р. сообщили о передаче с помощью 
трансформации чувствительным клеткам Н. шНиеплае рези- 
стентности к стрептомицину, канамицину, новобиоцину, виоми- 
цину и эритромицину. В опытах Нагог4 её а! (1973, была про- 
демонстрирована межвидовая ; , 


› микобактерий йсерий 
актиномицетов и других (И. рии, стрептококков, нейсерий, 


М. Терешин, 1967 
Особо следует ос ЕС ). 
тановиться на а- 

низмов кишечной группы, трансформации микроорг 


Первы Й 
лось Е т бактерий, при использовании которого уда- 
р данные, полученные на пневмококках, о том, 
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что трансформирующий < 

ее а фактор есть не что иное, как ДНК, была 
Во п её а|. (1946) показали 

выделенная из штамма Е. со|, 

составу полисахаридов и фер 

бавлении к реципиентному ш 


что высокополимерная ДНК, 

Вы от реципиента по 

Е. свойствам, при до- 
Г вы 

в У вызывала его трансформа- 


указанных свойств. К 

тр: . сожалению, после 
смерти ВогУп реципиентные штаммы Е. сой были уте] Яны И 
воспроизвести полученные им результаты не удалось : 


В последующие годы в литературе неоднократно появлялись 
публикации о трансформации бактерий кишечной группы 

В опытах СпагваН её а|. (1957) источником и акцептором 
трансформирующей ДНК были протопласты кишечной па- 
лочки. Авторам удалось передать реципиенту путем трансфор- 
мации способность синтезировать лизин. 

Протопласты бактерий $. фур тит были использованы 
при трансформации устойчивости к стрептомицину в опытах 
Д. Г. Кудлай и др. (1960, 1961) также в качестве донора и ре- 
ципиента. Кроме опыта гомотрансформации, в котором удалась 
передача устойчивости к стрептомицину, была сделана попытка 
осуществить гетеротрансформацию, применив как реципиент 
протопласты $. саШпагит. В этом случае не только не была 
воспроизведена трансформация указанного признака, но было 
отмечено ингибирующее действие препарата ДНК на регенера- 
цию протопластов. 

Кипига (1956) утверждает, что получил трансформацию ре- 
зистентности к стрептомицину на целых клетках 5. фурпитигиит. 

О трансформации различных видов бактерий кишечной 
группы приводят также данные \ей, Втдег (1947) — $8. Пех- 
пег. Соап4 еЁ а1. (1951) — $. фурнитигиит; аппез (1962) — 
Е. со|; Т. Н. Дехтяренко (1964) — Е. соН. 

В то же время существовало мнение, что некоторые из при- 
веденных данных не всегда воспроизводятся. 

Например, отмечено (А. А. Прозоров, 1966), что в двух ла- 
бораториях СССР с высоким уровнем исследовании по генетике 
бактерий были получены отрицательные а 
произведении трансформации — а палочке. Такой же 

анее Каут . 

рн данных обратила внимание м 
лей на изыскание новых путей трансформации указанных равь 
териальных видов. Работы в этом направлении а 
безусловно перспективными, так как ны еНАРУАНЕЫ 
уже давно стали излюбленной моделью д о" 
в области генетики микроорганизмов Зе а ду 
ция). Сравнительно недавно описана ны НЫЙ 
цедура трансформации, обеспечиваютаа”, Е Е 

НК с высокой частотой в клетки ©: т днк 
Трансформационные клетки приобрели так 
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а ‹ тетрациклину) и молеку 

стойчивость к Тетрац! ) Лекуля 

ческими (устоич С а р. 

© р оБотВами трансформирующен плазмидной ДНК. Сход, 

Бе езультаты были отмечены при трансформации $. ангещ 

Рюкю НК плазмид — носителеи генов устойчивости 

с 

к эритромицину и пенициллину. а передача В-фак, 

тора (Кап, См, Ашр), выделенного из г. аегир1поза, клеткам 

ра (Кап, т, . нсформационной системе, где в каче 
Взор Но в тра р 


стве трансформирующей ДНК были использованы изолирован. 
ные Ю-факторы. - 
и о: информация, которой располагают в насто. | биот 
ящее время исследователи, позволяет сделать заключение об | ормаиИИ 
определенной взаимосвязанности двух процессов межклеточной есса. 
передачи генетической информации: трансформации и эписом- п Мы не 
ного переноса. Пока эти данные получены в опытах, проведен- сперимей 
ных ш УНго, но не исключено, что подобные результаты могут ” мации В 
иметь место и в условиях организма. к в ср 
При изучении трансформации было обнаружено, что этот че Тапака 
генетический процесс не ограничен только сферой внутривидо- неформа 
вых взаимоотношений бактерий, а может быть межвидовым, тра белы: 
и даже межродовым. лость ОеЛ а 
О первом примере межвидовой трансформации сообщила Ва- нагревани 
1азза (1955), работая с клубеньковыми бактериями (ЮЫ1зоМит). личных усл 
Дальнейшие исследования в этом направлении проводились что пригот 
группой РаКиа её а|. (1958, 1963). Было выделено 13 штаммов полость на 
(из 45 проверенных) 54г. уй1Чапз, которые трансформировались воде и мя 
ДНК, полученной из штаммов З4. уй1Чапз, Э. заЙуай», же время 
есь и Эф. ГаесаИз, устойчивых мантов пр: 
быть те ежродовая трансформация была установлена 10,0. Пока. 


реципиентом служили пневмококки, а транс- 
формирующую ДНК выделяли из : 

азличных токок- 
ков. Более того, набл > вая ДНК. 


юдалось, что пневмококковая ДНК транс- 
формировала 54г. уп1Чапз и Е. В 1 5 

(1962) опубликовали результаты. о 
вующие данным Рак\а. Т ) 


наки при трансформации несцепленных маркеров, то приз- 
друг от друга, и ноя реципиенту независимо 
признакам, появляются с частотой’ измененные сразу по двум 


ния дв „тои, равной вероятности совпаде- _ Кок 
те а ый, В случае о генетические № 

› возникно г я 
мантов гораздо выше и значительно п я двойных трансфор ото ь 
падения двух независимых бы ревышает вероятность сов- о 


ННЫХ марке 


Том 
Йиептае, описанная @оо4са] (в 


ров является транс- 
У и катомицину у Н. ип- 
одномоментно к нескольким м 
сцепления маркеров, происходит с меньшей частотой, чем три хх 
формация устойчивости к отдельным антибиотик ры 
Исключительно важное практиче 6 


ское значение для выясне- 
НИЯ факторов эволюции, видообразования, изменчивости бак- 
терий, а также причин 


: распространения устойчивы : 
биотикам форм микроорганизмов пелезанаяюь не =. 
формации ш \№0 и возможных механизмах этого про- 
цесса. 

Мы не будем ‚ останавливаться на хорошо известных 
экспериментах ОГИ (1928), первым получившим факт транс- 
формации в организме, а ограничимся обзором данных, полу- 
ченных в сравнительно недавнее время. 

Талака (1958), по существу повторив опыт Гриффитса по 
трансформации пневмококков путем введения в брюшную по- 
лость белых мышей живых бактерий штамма типа ПВ и убитых 
нагреванием клеток типа П]$, провел изучение влияния раз- 
личных условий на эффективность трансформации. Он показал, 
что приготовление взвеси бактерий для введения в брюшную 
полость на физиологическом растворе, а не в дистиллированной 
воде и мясном бульоне снижало число трансформантов. В то 
же время не наблюдалось изменений в количестве трансфор- 
мантов при колебаниях рН в бульоне (для взвеси) от 4,0 до 
10,0. Показано значение для трансформации определенного со- 
отношения клеток донора и реципиента и температуры, при ко- 
торой получают убитые клетки. 

Установлено, что трансформация чувствительных к стрепто- 
мицину пневмококков в устойчивые т \\уо может быть успешно 
осуществлена не только при использовании классического ме- 
тода Гриффитса, но и при раздельном введении ая >: 
рующего фактора или лизата клеток, содержащего д ` 

своих экспериментах они вводили. реципиент внутриорю- 
шинно, а ДНК подкожно и получали определенное ежики: 
трансформантов. Наблюдалось, что для более паек еее 
формации необходима ДНК, ВЫ который, 

о чение для стаби . 
: о т. 1963) сообщают, что при одовременном 
заражении мышей внутрибрюшинно двумя культурами пневмо 
кокков: донором, устойчивым к стрептомицину, и компетентным 
к названному антибиотику, имел 
реципиентом, чувствительным домене" 
место феномен трансформации устойчивости р у: 
Трансформации не отмечалось в ТОМ случае, если к суспензии 
бавляли ДНК-азу. Авторы приходят 
клеток перед заражением до ие пои уаеЕСАНЮ 
к выводу о существовании трансформаци р \ 


3 И. М. Терешин 
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в генетически смешанных популяциях пневмококков в организме 


вых мышей. , 

о фактах трансформации ш мо приводят данные Ва]азза 
(1955) и \аскег (1960). 

Некоторое представление о возможных механизмах гене. 
тической трансформации в организме животных дают резуль. 
таты, полученные в лабораториях Хочкисса и Са т. 

Хочкиссом (1961) было обнаружено, что нормально расту- 
щие культуры пневмококков содержат внеклеточную трансфор- 
мирующую ДНК. Наивысшая активность этой ДНК проявляется 
в заключительной стадии фазы логарифмического роста и фак- 
тически совпадает с периодом максимальной способности (ком- 
петентности) клеток к трансформации. Количество выделяемой 
бактериями ДНК составляет приблизительно 0,1% от количе- 
ства, необходимого для максимальной трансформации при обыч- 
ных условиях. 

Тем не менее этого может быть достаточно, чтобы вызвать 
трансформацию у 1% присутствующих в культуре жизнеспособ- 
ных микробов. 

Интересно, что число живых клеток при накоплении экстра- 
целлюларной ДНК не уменьшалось. 

Са{п осуществил трансформацию устойчивости к стрепто- 
мицину и эритромицину у М. шеппе 141 с помощью ДНК, вы- 
деленной из слизи, появляющейся в культуре в процессе ее 
старения, а также и при использовании неочищенной слизи. 

Накопление внеклеточной трансформирующей ДНК в куль- 
турах Вас. зи ИИ$ также наблюдали ТаКавазВ1, С1ЬЪБопз (1962). 

В отличие от Хочкисса как Такаваз, так и Са объяс- 
няли накопление внеклеточного дезоксирибонуклеата гибелью 
и лизисом части микробной популяции; Са т также предпола- 
гал, что при таких трансформациях существенную роль играет 
внеклеточная РНК как ингибитор ДНК-азы. 

Аналогичные данные о накоплении в культурах различных 
микроорганизмов ДНК, способной трансформировать компе- 
тентные реципиентные клетки, были получены Мацту её а|. 
(1955) в опытах с бруцеллами, Саш (1956) —у микро- 
кокков. : 

Большинство из названных исследователей приходит к за- 
ключению, что трансформация, по всей вероятности, является 
естественным, встречающимся в природе механизмом генети- 
ческой рекомбинации для некоторых бактериальных видов. 

Из антибиотиков, которые известны как нетоксичные для 
организма, наиболее часто для изучения трансформации при- 
менялся хлорамфеникол. Этот антибиотик, характерным свой- 
ством которого является специфическое подавление синтеза 
белка в бактериальных клетках, использовался главным обра- 
зом с целью выяснения биохимических механизмов отдельных 
стадий трансформации. 


| Об ‚азии процессов трансформации в присутствии хлор- 
амфеникола имеются данные, полученные в опытах с пневмо- 


кокками, М. еп! 211915 и другими стрептококками, Вас. зиЬ- 
+113, Н. шИчеплтае. 

Таким образом, в настоящее время известно, что на эффек- 
тивность генетической трансформации существенное влияние 
оказывают различные факторы, важнейшими из которых явля- 
ЮТСЯ физиологическое состояние реципиентной клетки, свойства 
трансформирующей ДНК и условия контакта реципиента и ДНК 
донора. Значение названных факторов может зависеть от мало- 
заметных особенностей используемого штамма, метода работы 
и составных элементов питательной среды. Трансформация ус- 
тоичивости к различным антибиотикам, а в некоторых случаях 
и к их сочетаниям, в опытах ш уго осуществлена свыше чем 
на 20 видах микроорганизмов, при этом она может быть меж- 
видовой и межродовой. Большой интерес представляет изучение 
возможности трансформации бактерий кишечной группы и 0со0- 
бенно тех видов, которые способны передавать свой генетиче- 
ский материал путем конъюгации или трансдукции. Данные ли- 
тературы по этому вопросу весьма противоречивы. Большое 
значение имеют результаты изучения трансформации в орга- 
низме животных. Однако еще недостаточно исследованы осо- 
бенности ее протекания в условиях организма по сравнению 
с этим процессом в пробирочных опытах. 

Возможность осуществления трансформации ш \!у0 у раз- 
личных видов бактерий, главным образом патогенных, позволяет 
предположить, что трансформация может быть одним из путей 
возникновения и распространения антибиотикоустойчивых форм 
бактерий. В связи с этим представляется практически важным 
изучить действие на трансформацию устойчивости к антибио- 
тикам различных лекарственных средств, в Том числе и анти- 
биотиков, с целью изыскания препаратов, подавляющих этот 
генетический процесс. Е 

Исходя из состояния проблемы генетической трансформации, 
автором с сотрудниками был намечен ряд задач, связанных 
с трансформацией устойчивости бактерий к антибиотикам: 

1. Трансформация устойчивости к стрептомицину и к эрит- 
ромицину у гемолитических стрептококков 11 УЙго. 

2. Межвидовая трансформация устойчивости к стрептоми- 
цину у стрептококков. : 

3. Трансформация устойчивости к стрептомицину у стрепто- 
кокков в организме животных. 

4. Действие некоторых антибиотиков на трансформацию 
устойчивости к стрептомицину у стрептококков т УИго и Ш 
У1\0. 

В опытах использовали следующие два штамма бактерий: 
г. Наето!уНсиз (Спа!Из) Зи", Егу", Сай", донор, из ее 
по методу Маптиг выделяли трансформирующую ДНК; $4. 
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Ваето!уйсиз (СваШз) — $ик, Егу, Сап*, этот штамм во всех 
опытах по трансформации служил рециниентом. 

Трансформацию устойчивости к стрептомицину осуществляли 
по методу РаКкШа е а[. (1963). 

Подобранные оптимальные условия для трансформации ге- 
молитического стрептококка в опытах т уЙго были следующие: 
развитие компетентности в течение 150 мин в присутствии сви- 
ной сыворотки при концентрации инокулюма в пределах 
10—80. 10* клеток/мл и добавление трансформирующей ДНК 
в концентрации 5 мкг/мл. 

ТАБЛИЦА 
Сравнительная эффективность трансформации устойчивости 


к стрептомицину, эритромицину : 
и стрептомицину -- эритромицину у У1гер!юсоссиз Ваето1усиз 


Антибиотик № опыта к р транефор- и НОЕ 
та в | мл мантов в | мл 
Стрептомицин 1 457. 104 450. 102 0,9 
р 461.104 402.102 0,85 
3 552. 104 486. 102 0,85 
Эритромицин . 1 457.104 131. 102 0,25 
5 2 461. 104 140. 102 0,3 
3 552.101 171.102 0,3 
Стрептомицин -|- эрит- 
ромицин ах 1 457 . 104 1,9. 102 0,004 
2 461-104 1,5- 10 0,003 
3 552.104 2,0. 102 0,004 


В табл. 1 приведены результаты изучения внутривидовой 
трансформации устойчивости к стрептомицину, эритромицину и 
к сочетанию этих антибиотиков у гемолитического стрептококка 
Как показывают представленные данные, устойчивость к эри- 
тромицину трансформируется менее эффективно, чем устойчи- 
вость к стрептомицину. Если в описываемых опытах число 
стрептомицинорезистентных трансформантов было в пределах 
0,85—0,9%, то приобретение устойчивости к эритромицину в ре- 
зультате трансформации удавалось наблюдать только % рой 
0,3% реципиентных стрептококков. Как и следовало ак 
ввиду несцепленности исследуемых генетических маркеров очень 
малой оказалась трансформация устойчивости одновременно 
к эритромицину и стрептомицину: количество обнаруженных 
трансформантов составляло всего 0,003—0,004% клеток компе- 
тентной популяции рециниента, т. е. было в 100—200 раз мень- 
шим, чем при трансформации по одному генетическому мар- 


керу. Тем не менее следует отметить, что, несмотря на такой 
ея ЕЕ трансформаций, этот генетический процесс мог 
Аа место среди причин возникновения 
: | 2 ряду антибиотиков, с учетом селек- 
тивного действия последних. 

Раздел исследований, посвященный изучению межвидовой и 
межродовой трансформации устойчивости к стрептомицину, 
представляет интерес с той точки зрения, что межвидовая и 
межродовая трансформация являются одним из самых доказа- 
тельных фактов, свидетельствующих в пользу возможного уча- 
стия этого генетического процесса в возникновении и распро- 
странении антибиотикоустойчивых форм бактерий, так как 
в этом случае передача резистентности путем трансформации 
обусловливает появление в организме в отсутствие какого-либо 
антибиотика устойчивых бактериальных клеток того вида ми- 
кроорганизмов (возможно, более патогенного, чем вид донора), 
все представители которого до трансформации были чувстви- 
тельными к данному антибиотику. 

Во всех опытах по межвидовой и межродовой трансформа- 
ции в качестве реципиента использовали компетентные клетки 
штамма 54г. Ваето!уйсиз 5, Егу* Сап*. ДНК по методу Маг- 
тиг выделяли (как из гемолитических стрептококков) из клеток 
следующих бактериальных видов: 


Пеано 1500 мкг/мл 
пуст. таесайе сои сео вы 4000 мкг/мл 
ЗЕЕ: ео а 4000 мкг/мл 
4) М. рпеитошае Зи ее 10000 мкг/мл 
5). 5: ан р 2000 мкг/мл 


которые служили донором. 

Сравнивая эффективность трансформации в зависимости от 
видовой принадлежности ДНК, принимали за 100%. количество 
трансформантов, образующихся при внутривидовой трансфор- 
мации (донор и реципиент, штаммы У{г. Паето!уНсиз СпаШ$). 

В табл. 2 приводятся результаты проведенных опытов. Они 
показывают, что относительно более эффективной’ была транс- 
формация в опытах, где применялась трансформирующая ДНК, 
из бактерий 51. запеи!з; число трансформантов в этом слу- 
чае лишь на 20% отличалось от’ такового, получаемого при 
внутривидовой трансформации. Этот факт не представляется 
удивительным, если учитывать сходство по видовым характе- 
ристикам штаммов донора и реципиента. Гораздо меньшая эф- 
фективность трансформации (4%) была в экспериментах с дру- 
гим видом стрептококков — 51". тН1$. Что касается результа- 
тов Использования в качество” доноров представитель других 
родов бактерий (пневмококков, стафилококков и энтерококков), 
то они показывают, что самая высокая эффективность -(1%)- 
имела место при межродовой трансформации стрептококков -и- 


{ 


Жем 
| 


пневмококков. ДНК остальных изученных родов трансформи- 
овала стрептококки с относительно небольшой эффективностью 
(0,2—0,04%). 

Основой для суждения об участии трансформации микро- 
организмов в возникновении и распространении устойчивых 
к антибиотикам бактерий является выяснение возможности осу- 
ществления этого генетического процесса в условиях организма 
Животных. 

До настоящего времени оставалось неизвестным, имеются ли 
какие-либо особенности у трансформации ш \1\уо по сравнению 
с протеканием этого процесса ш уЙго. В связи с этим мы изу- 


ТАБЛИЦА? 


Межвидовая передача устойчивости к стрептомицину 
при трансформации {п Уго 


Количество Эффектив- 
Штамм реципиента Штамм донор транофор- Ни 
в 1 мл в% 
З{тер{ососсиз ра-| З4г. Ваето]у#си$ ...... 500. 104 100 
ето! у#сиз За зо. . 400.104 80 
(СпаП1$) ВО СОСВИ ИЩЕ а 38. 102 0,04 
О ИВ 200. 103 4 
Риеиососеиы ее 50.103 1 
О ниче ий, 137.102 0,2 


чили на хорошо трансформируемой бактериальной модели — 
гемолитическом стрептококке — развитие компетентности ре- 
ципиента и фенотипической экспрессии маркера устойчивости 
к стрептомицину, а также роль различных факторов и условий 
(концентрация белка в препарате ДНК, методы введения ДНК 
и реципиента и др.) в эффективной передаче стрептомицино- 
устойчивости т \1уо посредством трансформации. 

В этих опытах реципиентом служили стрептококки штамма 
ЗЁ. Ваето!уйси$ 51° (СваШз). Трансформирующая ДНК выде- 
лялась из. донорских клеток штамма 54г. Ваетоу#из ши 
(СпаШ$) по методу Магтиг. Опыты были проведены на белых 
мышах. 

о Сначала выяснили возможность трансформации в организме 
белых мышей при одновременном введении трансформирующей 
ДНК и реципиентных клеток различными путями, а именно: 
внутрибрюшинным, внутривенным, пероральным и подкожным. 

При исследовании возможности трансформации стрептокок- 
ков в кровяном русле 0,5 мл культуры реципиента и 0,1 мл ра- 
створа ДНК вводились внутривенно. Следует отметить, что 
в результате введения ДНК у мышей наблюдали выраженное 
шоковое состояние, избавить от которого их удавалось в боль- 
шинстве случаев, применяя искусственное дыхание и тщатель- 


ный массаж грудной области. 
выявления трансформантов вы 
печени и селезенки. 


трона 
трансформанты обнаруживал рующей ДНК (0,1 мл раствора) 
нологического раствора) и путем высева смыва (1 мл фи- 
Результаты а подкожной области в месте инъекции. 
В ноеокк передачи устойчивости к стрептомицину 
у Е ов при различных путях одновременного попада- 
НИЯ трансформирующей ДНК и реципиентных клеток в орга- 
низм белых мышей показали, что исследуемый вид бактерий не 
подвергается внутривидовой трансформации в условиях крово- 
тока и пищеварительного тракта белых мышей. Во всех прове- 
денных экспериментах были получены отрицательные резуль- 
таты: колоний трансформантов на кровяном агаре со стрепто- 
мицином не вырастало. В то же время контакт компетентных 
стрептококков с трансформирующей ДНК в брюшной полости 
и подкожной клетчатке приводил к появлению устойчивых 
к стрептомицину стрептококков, что означало осуществление 
процесса трансформации. В высевах из внутрибрюшинной жид- 
кости удавалось обнаружить 100—200. 103 трансформантов, при 
этом частота трансформации на | клетку реципиента составляла 
48.10-8. Реже происходила трансформация при введении ДНК 
и реципиента подкожно: в этом случае трансформантов было 
в среднем в 100—120 раз меньше, чем при высевах из брюшной 
полости; соответственно частота трансформации также сни- 
жалась. 
Было установлено, что довольно выраженное подавление 
трансформирующей активности ДНК (или способности донора 
трансформироваться) наблюдается при 65-процентном содер- 
жании белка в дезоксирибонуклеопротеиде: в этих опытах число 
трансформантов снижалось в 5—6 раз. з 
Таким образом, была показана возможность передачи устой- 
чивости к стрептомицину при трансформации гемолитического 
стрептококка ш \!\о. Особенно эффективно этот генетический 
процесс проходил в брюшной полости при одновременном вве- 
дении 30. 105 реципиентных клеток с 50—100 мкг ДНК при ус- 
ловии, что количество примеси белка в препарате трансформи- 
рующей ДНК не превышало 25%. Необходимо отметить, что 
все проведенные контрольные. опыты подтверждали деистви- 
тельное появление трансформантов в описанных условиях. 
Однако на основании полученных данных еще недостаточно 
ясно, могут ли возникающие трансформанты из брюшной по- 
лости попадать в кровь и вместе с нею распространяться по 
различным жизненно важным органам, т. е. принимать активное 
участие в патогенезе инфекции. Внести некоторую ясность в этот 
вопрос могло бы изучение распространения трансформантов 
в организме белых мышей при трансформации стрептококков 


7" 


Через 2 ч мышей усыпляли и для 
севали кровь и гомогенаты почек, 


в брюшной полости. С этой целью через 24 ч после одновремен- 
ного введения реципиента и трансформирующей ДНК опреде. 
ляли количество стрептококков, устойчивых к стрептомицину, 

в крови, томогенатах почек и селезенки и смыве с брюшины. 
Результаты высевов из полученных гомогенатов приводятся 
в табл. 3. Они показывают, что стрептомициноустойчивые стреп- 
тококки, возникшие в результате генетической трансформа- 
ции в брюшной полости, не остаются в месте своего образова- 
ния, а довольно активно распространяются по всему организму 
животного. Так, например, через 24 ч после начала трансфор- 
мации в селезенке обнаруживали трансформантов в 20 раз 
больше, чем в смыве с брюшины. В крови резистентные к стреп- 
томицину стрептококки оп- 

ТАБЛИЦАЗ 

ределялись в сравнительно 
Распределение трансформантов небольшом количестве: 50 


в некоторых органах и крови белых 1 
мышей при трансформации клеток в | мл; несколько 
в брюшной полости больше трансформантов 


было в почках: 400 клеток 
- Количество 
Пр ты | ори М данные дают ое. 
нование говорить, что, 
Селезенка . их 202.102 несмотря на то, что транс- 
ре ще: ВЕ Е формация не происходит 
в кровяных сосудах или ки- 
шечнике, осуществление пе- 
редачи устойчивости к стре- 
птомицину с помощью этого генетического процесса в других 
частях организма, в частности в брюшной полости, не исклю- 
чает возможность широкого обсеменения резистентной к анти- 
биотику микрофлорой различных органов животного. 

При анализе изложенных выше результатов вполне справед- 
ливо может возникнуть вопрос: возможно ли появление ком- 
петентных клеток реципиента в условиях организма животного, 
например в брюшной полости? 

Получение ответа на этот вопрос необходимо, так как только 
при развитии компетентности процесс трансформации ш \уо 
приобретает практическую значимость. 

В этой связи интересно было ВЫЯСНИТЬ экспериментально 
возникают ли компетентные клетки в брюшной полости под- 
опытных животных и, если возникают, то не имеется ли каких- 
либо особенностей у этого процесса по сравнению с развитием 
компетентности ш уйЙго. 

Были проведены следующие исследования: в брюшную по- 
лость белым мышам вводили культуру реципиентного штамма. 
После введения реципиента через различные сроки внутрибрю- 
шинно вводили раствор ДНК. Через 2 ч с момента введения 
трансформирующей ДНК определяли число трансформантов во 
внутрибрюшинной жидкости. 


ме 5.10: 


72 


Во второй. серии о б 
пытов была пост ё Л 
необходимость присутствия сь ставлена задача исследовать 


НОСТИ. В этом случае эксперимен нЕ ЧчНО В © 
С у А Т тавили аналогичн ыш 


описанным, только во ввод 
имую ку. 
ляли свиную сыворотку. : Утьтуру рещиниеиаьна ай 
На рис. | пок ‹ак 
а сх ы а ‘как происходило образование компетент- 
он а шной полости белых мышей с добавлением 
ее а 3 нее: Для сравнения приведены данные анало- 
довании развития компетентности ш Ууйго. 


12-0 


мл) 
5 
< 
> 
7 


м > [> 
еле 
< о < 


8: 
ЕЕ те 
30 50 90 120 150 10 210 
Время (мин) 


Количество прансформантов (7 


Рис. 1. Развитие компетентности гемолитического 
стрептококка в брюшной полости и ш уго. 


1—с сывороткой крови т \1уо; 2 — без сыворотки М Уу0; 
3—с сывороткой крови Ш уНго, 4 — без сыворотки Ш Уйго. 


Какие выводы можно сделать из графиков, изображенных на 
рисунке? 

1 Развитие компетентности стрептококков может происхо- 
дить в условиях брюшной полости белых мышей. 

2. Динамика нарастания числа компетентных клеток ш \\о 
отличается от такового процесса п уЙго. Максимальное коли- 
чество бактерий, способных воспринимать трансформирующую 
ДНК, образуется в брюшной полости животного уже через. 
90 мин после введения в нее некомпетентной культуры, в те 
время как в условиях ш'УЙго максимум компетентности отме- 
чается только на 150-й минуте культивирования. . 

3. Способность стрептококков к трансформации может раз- 
виваться и в отсутствие сыворотки как в опытах ш уго, так 
и ш у\о. Время максимальной компетентности бактериальной 
популяции при этом такое же, как и в опытах с добавлением сы- 
воротки. Однако количество трансформантов в этом случае 
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обычно в 5—6 раз меньше. «Сывороточный эффект» был при. 
близительно одинаковым в опытах в организме животного и 
в пробирке. 

В противоположность стадии развития компетентности ко- 
нечная фаза трансформации — фенотипическая экспрессия — не 
имела какой-либо специфики, связанной с условиями организма 
животного. Таким образом, наши данные показывают, что ге- 
молитический стрептококк может становиться компетентным и 
приобретать устойчивость к стрептомицину в результате транс- 
формации ш \10. 

ТАБЛИЦА 4 
Действие тетрациклина, эритромицина, хлорамфеникола, пенициллина 


и полимиксина на развитие компетентности реципиентных клеток 
З#гер{юсосси$ Паето!уйсиз {п уЙго 


Контроль Опыт 


Подавле- 


Антибиотик ние 


Частота 
трансфор- 
Число жи- 
вых клеток 
в 1 мл 
Число тран- 
сформантов 
в 1 мл 
Частота 
трансфор- 
мации 


вых клеток 
мации 


Число жи- 
в | мл 
Число тран- 
сформантов 
в {мл 


Тетрациклин 890.105 | 720-102 | 81.10—5 5 691.102 | 88.10—5 | Не подав- 
ляет 


Пенициллин 740.105 | 610-101 | 82.10—6 : 3.101 | 12.10—7 В 69 
аз 
Х лорамфеникол 740.105 | 610.101 | 82.10—6 - 0 0 т 
ностью 
Полимиксин 890-105 | 726-102 | 81.10—5 . 685.10? | 81.10—5 | Не подав- 
с ляет 
Сритромицин 890.105 | 726.102 | 81.10—5 : 515-102 | 72.10—5 То же 


Идея использования антибиотиков в качестве средства, пре- 
дотвращающего возникновение и распространение резистентных 
к иным антибиотикам бактерий, не нова. Наибольшее свое раз- 
витие она получила в применении сочетаний различных антибио- 
тических препаратов. Однако до настоящего времени нельзя 
с достаточной определенностью сказать, каков механизм взаи- 
модействия антибиотиков в том или ином сочетании. Не исклю- 
чено, что одной из причин синергизма некоторых антибиотиков 
является их влияние на генетические процессы, которые, как 
было показано в предыдущих опытах, могут служить источни- 
ками появления антибиотикоустойчивых штаммов. 

Эти соображения побудили нас выяснить, какое действие 
оказывают на процесс переноса устойчивости при трансформа- 
ции некоторые из применяемых в медицинской практике анти- 
биотиков. Получение результатов в этом направлении представ- 
лялось интересным с точки зрения изыскания препаратов, по- 
давляющих возможное распространение резистентности, а также 
и в теоретическом аспекте, так как использование антибиотиков 
с известным механизмом действия позволяет судить о роли тех 
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или иных синтетических проце б 
1 } ссов бактериальной к ‹ 

1 и клетки в пе- 
редаче устоичивости к антибиотикам с помощью ге ой 
1 ансформации. } тетической 

опытах ё Й 
В о деиствие тетрациклина, полимиксина, эри- 
т а хлорамфеникола на различные ста- 
1 устоичивости к стрепт 

я 1 ОМ - 
т (СВа:5). р щину у Э1г. Ваето 
В табл. 4 приводятся данные экспериментов, в которых изу- 
ее влияние антибиотиков на развитие компетентности. 
этих опытах препараты в концентрациях, не подавляющих ро- 
ста стрептококков, добавляли в среду одновременно с засевом 
некомпетентной культуры реципиентных клеток и через 2,5 ч 
роста определяли степень компетентности стрептококков. 


ТАБЛИЦА 


Действие тетрациклина, эритромицина, хлорамфеникола, пенициллина 
и полимиксина на взаимодействие реципиентных клеток З!гер{ососси$ 
Ваето!уйси$ и трансформирующей ДНК т уЙго 


Контроль Опыт 
. м са ы са ё 
Бо со . 9 зо Е 
Антибиотик #5 ЕЕ а Е5 ея 5 Подав- 
< т 5-1 ление 
ез= == 58 ез= оз= Е 
- ная Р2= В РЕ 25 
Е 8 9- ВНЕ! а #9 СЕ= 
Бе | “Ва ЕЕ Ре | Ва ге 
Тетрациклин 735.105 | 280.10? | 38.10—5 | 592.108 | 290-10? | 49-10—5 | Не подав- 
5 2 —5 5 о 
Пенициллин 780.10 525.10 67.10 177.10 42.102 | 24.10— В 2,8 
4 5 5 раза 
Хлорамфеникол 320.105 | 525.102 | 16-10—4 | 168-108 | 138-102 | 82-10— |: 
раза 
Полимиксин 564.105 | 463-10? | 82.10—5 | 318-105 | 408-10? | 18-10-41 | Не подав- 
5 4 ляет 
Эритромицин 780.105 | 595.102 | 67-10—5 | 225-10 286-102 | 13-10— То же 


Как показывает таблица, из пяти изученных антибиотиков 
только два, пенициллин и хлорамфеникол, в значительной сте- 
пени ингибировали приобретение клетками способности к транс- 
формации. Особенно показательным было действие хлорамфе- 
никола, который полностью предотвращал появление компетент- 
ных клеток. Несколько более слабым, но тем не менее весьма 
существенным был угнетающий эффект пенициллина, снижаю- 
щего количество компетентных стрептококков в среднем в 69 


раз. 


Говоря о действии на развитие компетентности других ис- 


следуемых антибиотиков, надо отметить, что тетрациклин и по- 
лимиксин практически не оказывали никакого влияния на изу- 
чаемый процесс. Также очень малая активность препарата 
имела место в опытах с эритромицином. 

Интересно было выяснить, как действуют те же самые анти- 
биотики на осуществление стадий взаимодеиствия трансформи- 
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рующей ДНК с реципиентом И о р. При 
передаче устойчивости к стрептомицин) 2 м тр ‘Формации, 
В соответствии с поставленной задачей до авляли антибиотики 
в суббактериостатических концентрациях к компетентным бах. 
териям одновременно с ДНК донора или (при изучении фено. 
типической экспрессии) с ДНК-азой. 

Следует отметить, что для того, чтобы ограничить действие 
антибиотика периодом той или иной изучаемой стадии транс. 
формации, тест-культуры после контакта с антибиотиком цен. 
трифугировались и полученный бактериальный осадок суспен. 
дировался в свежей питательной среде. 


ТАБЛИЦАв 


Действие тетрациклина, эритромицина, хлорамфеникола, пенициллина 
и полимиксина на фенотипическую экспреесию трансформантов 
Згер!ососсоз Наето!уйси$ {п уЙго 


Контроль Опыт 
Е За м да 
я О Яо со Д 
Антибиотик хо Е «5 хо Е Е о 
й ы ы Я я зо ление 
еч= об= 58= ех= о5= 55 
Е БАЯ ЕЯ и: СА Рая 
Ва в | оч |5 | 92 | бя 
аа пе лох Паа Па ея 
Тетрациклин 230-105 | 119-102 | 52.10—5 | 408.105 107.102 | 26.10—5 в2 
и аза 
Пенициллин 123-108 | 183.10? | 15:10-5 | 356.105 216.101 | 6.10—5 25 
ы Е я Е раза 
Хлорамфеникол 123.106 | 183.102 | 15.10—5 128.106 | 190-10? | 16.10—5 | Не подав- 
з ь 
Полимиксин 560-102 | 373.102 | 66. 10—5 290-105 | 348. 101 12.10—5 55. 
|. 5 же аза 
Эритромиции 560-10” | 373.102 | 66.10—5 264.105 | 400.101 | 15.10—5 | в ий раза 


подавлял эту фазу в 238 раза, 
тетрациклин, полимиксин и эри- 


тика, напротив, даже оказались 


некоторыми стимуляторами исследуемого генетического про- 


цесса. 
Что касается стадии фенотипи 
то здесь можно говорить как 
в данных условиях препаратах о 
и эритромицине. Вместе с тем те 


данных, полученных при изучении 
различные стадии трансформации, 
относительно более эффективными, с этой точки зре 
тах ш УЙго являются пенициллин и ОА ыы 
В связи с этим последующие опыты были посвящены изуче- 
нию действия указанных двух антибиотиков на трансфо ми 
устойчивости к стрептомицину в брюшной полости ел МЗИВ ЕВ 
Эти опыты проводили следующим образом: в брюшную по- 
лость животных одновременно вводились 0,9 мл компетентной 
культуры реципиента (40—60.10° клеток), 0,1 мл раствора 
ДНК (100 мкг) и 0,1 мл раствора антибиотика в соответствую- 
щем количестве. Контролем служили опыты с аналогичной 


действия антибиотиков на 
можно сделать вывод, ЧТо 


ТАБЛИЦА? 


Действие пенициллина и хлорамфеникола на трансформацию 
гемолитического стрептококка ш У1уо 


Концентра- 
ция антибио- > Ч: р 
> р Степень по- астота 
Антибиотик Е давления транеформа- 
го веса ых 
Пенициллин . ..:. 0,05 В 4,8 раза 14-107 
Хлорамфеникол . 150 В 7,5 »› 88.108 
Контроль +... — 67-107 


трансформацией ш \1уо, но без добавления антибиотиков. Че- 
рез 2 ч после введения культуры реципиента и растворов ДНК 
и антибиотика мышей усыпляли, вскрывали и трансформанты 
подсчитывались путем высевов на кровяной агар со стрептеми- 
цином. Из табл. 7 видно, что пенициллин и хлорамфеникол со- 
хранили присущие им, по данным опытов ш УЙго, антитранс- 
формационные свойства и в условиях организма животного. На- 
пример, пенициллин в концентрации 0,05 мкг на 1 г живого веса 
снижал число трансформантов и соответственно частоту транс- 
формации в 4,8 раза, хлорамфеникол, правда в более высокой 
концентрации — 1,0 мкг на | г живого веса, подавлял процесс 
трансформации в брюшной полости в 7,5 раза. Е 

Таким образом, было установлено, что передача устойчиво- 
сти к стрептомицину путем трансформации представляет собой 
процесс, чувствительный к действию некоторых антибиотиков, 
главным образом пенициллина и хлорамфеникола. 

Эти препараты могут с высокой эффективностью подавлять 
трансформацию гемолитических стрептококков в устойчивые 
к стрептомицину как т уЙго, так и м \!у0, что исключает или 
в значительной степени снижает участие указанного генетиче- 
ского процесса в распространении антибиотикоустойчивых Ва- 


риантов бактерий. 
; 7 


Рассматривая трансформацию как один из путей ВОЗНИКНо. 
вения и распространения антибиотикоустойчивых вариантов, 
представляется интересной аналогия между полученными дан, 
ными и некоторыми явлениями, имеющими место при антибио. 
тикотерапии. Например, известно, что устойчивость бактерий 
к стрептомицину развивается, как правило, во много раз бы. 
стрее, чем устойчивость к эритромицину (М. Н. Лебедева и др. 
1960). С другой стороны, считается установленным фактом бо. 
лее медленное возникновение резистентности микроорганизмов 
к сочетанию антибиотиков, чем к отдельным препаратам, со- 
ставляющим сочетание (В. А. Цыганов, 1964). Конечно, было бы 
преждевременным и недостаточно обоснованным объяснение 
названных явлений воздействием только на трансформацию, 
но кажется вполне вероятной мысль, что процессам межклеточ- 
ного обмена генетической информацией путем трансформации 
принадлежит определенная роль в механизмах возникновения 
бактериальной клетки, устойчивой к нескольким антибиотикам. 

Данные о межвидовой и межродовой трансформации бакте- 
рий особенно интересны в аспекте установления причин возник- 
новения резистентных форм. Действительно, в условиях кли- 
ники иногда приходится сталкиваться с фактами, когда при 
суперинфекции организма чувствительным к тому или иному 
антибиотику возбудителем последний внезапно становится 
антибиотикорезистентным, причем, это превращение происходит 
при отсутствии лечения антибиотиками, и, что наиболее инте- 
ресно, возбудитель вторичной инфекции становится устойчивым 
к тому антибиотику, к которому была выявлена резистентность 
у возбудителя первичной инфекции (Шнитцер, Грюнберг, 1960). 

Эти факты трудно трактовать, если не принимать во внима- 
ние возможность межвидовой или межродовой передачи гене- 
тического материала между возбудителями первичных и вто- 
ричных инфекций. 

К сожалению, мы не располагаем данными о межвидовой 
трансформации бактерий в организме животных. Однако ре- 
зультаты опытов ш УЦго убедительно свидетельствуют о пере- 
даче устойчивости к стрептомицину путем трансформации от 
стафилококков и пневмококков стрептококкам. Оценивая меж- 
видовую трансформацию как фактор, осложняющий эффектив- 
ное применение антибиотиков, нельзя не отметить, однако, что 
ее роль может быть весьма незначительной в случае, если воз- 
будители смешанной инфекции — филогенетически отдаленные 
виды (Рака её а1., 1958). 

Трансформация устойчивости к антибиотикам в организме 
животных является основным доводом в пользу возможного уча- 
стия этого генетического процесса в появлении и увеличении 
числа антибиотикоустойчивых штаммов. 

В наших опытах, насколько нам известно, впервые была осу- 
ществлена трансформация стрептококков ш \1\0 и были изу- 
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чены особенности развития компетентност 
экспрессии у реципиентных клеток в ый 


нивать частоту трансформации стрептококков 

дали мы, с частотой появления трансформантс м 

о с пневмококками (ОНоепев ть мые — 
еЁ а ; Та- 

пака, 1958, и др.), то су : ь > ; Та 

, 2 Н р ), существенных различий между ними не 
отмечается. Нами было показано, чт 
ь во о, что трансформация стрепто- 
кокков в организме белых мышей про 
еципиентные клетк РиСЕОДИт ПЕ УДО: 
в 6 ки и трансформирующая ДНК вводятся од- 
новременно в брюшную полость или подкожно. П 

НУ . При перораль- 
ном утривенном введении реципиента и ДНК 
ация отсутствует. П : тЗиСОВ 
мац у ует. При обсуждении причин неудачной транс- 
формации стрептококков в кровяном русле прежде всего напра- 
шиваются два объяснения: высокая активность ДНК-азы и 
эффективность бактерицидных факторов крови. Однако анализ 
литературных данных показывает, что содержание ДНК-азы 
в крови очень небольшое (Зсвак, 1954). 

Тедоцх (1965) наблюдал при внутривенном введении транс- 
формирующей ДНК из Вас. зибИИз сохранение ее биологиче- 
ской активности в крови минимум в течение 10 мин. 

Вепа!сН е{ а|!. (1965) извлекали из кровяного русла активную 
трансформирующую ДНК пневмококков после ее внутрибрю- 
шинного введения. В свете этих данных наличие ДНК-аз в крови 
вряд ли является причиной необнаружения трансформации. 

Что касается второго объяснения, то оно также не является 
правильным, так как при высеве стрептококков из кровотока 
после их внутривенного введения существенного снижения числа 
жизнеспособных клеток обнаружить не удавалось; более того. 
в крови находили трансформанты и В том случае, если транс- 
формация происходила в брюшной полости. 

Ряд исследователей (см. обзор Тедоих, 1965) указывает, что 
ДНК при введении ее в кровь может включаться в соматические 
клетки различных тканей и в результате этого исчезать из кро- 
вяного русла. Наблюдалось даже, что трансформирующая = 
тивность ДНК пневмококков сохраняется внутри включивши 


ДНК клеток в течение 1 ч (Вильчок, 1966). 
Надо полагать, что причиной отсутствия трансформантов 


при пероральном введении реципиентных Ве НК. 
рующей ДНК является кислая среда ива ка 
азная активность сока поджелудочной железы. Видимо, метод 
введения через рот в этих опытах не является ии = 
получение достоверных сведении о возможности нии Соль 
стрептококков в желудочно-кишечном Е а в ки- 
при непосредственном попадании ДНК и о 
шечник, что связано с рядом методических труд и 
В наших исследованиях было уставовленс, к В Ными 
ные клетки стрептококков способны становиться =” те 
в брюшной полости белых мышей, причем развитие 
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фенотипической 
этих условиях. Если срав- 


ности в этих условиях происходит гораздо оыстрее, Чем в опы. 
тах т уЙго. В то же время процесс фенотипической экспрессии 
устойчивости к стрептомицину у ее т самых 
условиях существенно не отличался от тако {8 про ирочных 
экспериментах. 

Обсуждение этих результатов представляется несколько за. 
труднительным ввиду отсутствия в литературе аналогичных или 
подобных данных, касающихся других микроорганизмов. Нам 
кажется, что столь выраженное различие в скорости появления 
компетентных клеток связано с реакцией серозной оболочки 
брюшной полости на введение в полость бактерий. Вероятно, 
в образующемся транссудате содержатся специфические фак. 
торы, стимулирующие возникновение у стрептококков способ- 
ности воспринимать трансформирующую ДНК. Скорее всего это 
белковая фракция, например альбумины. Можно думать, что 
активным выделением транссудата’ обусловлен и более высокий 
процент трансформантов в брюшной полости, чем в подкожной 
клетчатке. 

Как практически важный можно расценивать эксперимен- 
тально установленный факт, что реципиент приобретает компе- 
тентность ш \1\0 и в отсутствие сыворотки. 

В 1966 году были получены данные в опытах ш УНго о том, 
что в культуре стрептококков наибольшее количество внекле- 
точной ДНК совпадает с периодом максимальной компетентно- 
сти реципиентных клеток (А. Н. Климов и др., 1966). Кажется 
возможным проведение аналогии между этими наблюдениями 
и результатами СаШп и ОНоепев: (1960), которыми было най- 
дено то же самое соотношение между степенью компетентности 
и накоплением внеклеточной ДНК у № №15зе1а; дополнительно 
к этому ими были показаны высокие трансформирующие свой- 
ства у ДНК, находящейся в культуральной жидкости в период 
максимальной компетентности ‘реципиентов. 

На основании проведенных исследований мы считаем, что 
результаты изучения развития компетентности гемолитических 
стрептококков в опытах ш уго и ш \1уо делают во многом обо- 
снованным предположение о способности бактерий становиться 


компетентными в естественных условиях и принимать участие 
в процессе генетической трансформации. 


Каких-либо существенных особенностей 
фенотипической экспрессии ш \/1уо по сра 
Ш УЦго не наблюдали. Можно допустить, что отсутствие раз- 
ницы в этом случае объясняется меньшей зависимостью прояв- 
ления фазы от условий, в которых находится клетка, так как 
процессы перестройки реципиента в этот период трансформации 
происходят главным образом на внутриклеточном генетическом 
уровне. 

При изучении влияния некоторых факторов на трансформа- 
цию в организме животных было обнаружено несовпадение 


протекания фазы 
внению с опытами 


в опытах Ш уго и ш ухо з: 

сти ДНК от ее концентр. : б 

их ДНК с ан Е пробирке при высоких концен- 

_ оеВнА т снижался, ш \1уо 
7 ЛИ. 5 ж б 

нь: и ем можно объяснить это 


икой осу Я 
ен ф осуществления взаимодействия 


словиях организм е Ч 

: - ма. След ует о 

: у метить, [6] 
ДЛЯ трансформации п ууо ДНК требовалось примерно в 10 раз 


больше, чем в соответствую ] 
И щих опытах ш уг : 
факт, кажется обоснованным > 


я допущен у г 
в брюшной полости факто Е 


ров, частично инактивирующих б 

: у иоло- 
Е. о ДНК (действие ДНК-аз, связывание ДНК 
к рюшины и др.). Не исключено, что эти факторы и 


являются причиной того, что при повышении концентрации вво- 
димой внутрибрюшинно ДНК до 100 мкг/мл не наблюдается 
снижения числа трансформантов. 

Таким образом, была установлена трансформация устойчи- 
вости к стрептомицину у гемолитических стрептококков, нахо- 
дящихся в брюшной полости или подкожной клетчатке. Однако 
ввиду того, что указанная трансформация происходит факти- 
чески в замкнутой стерильной полости организма, может со- 
здаться впечатление о несущественном значении этого гене- 
тического процесса в осложнениях, связанных с антибиотикоте- 
рапией. Определенным противовесом этому мнению могут 
явиться наши данные о широком распространении стрептоми- 
циноустойчивых трансформантов из брюшной полости в различ- 
ные органы и ткани животного (в почки, селезенку, кровь). 
В связи с этим можно представить, что при инфицированном пе- 
ритоните, стрептококкозах подкожной клетчатки и других по- 
добных заболеваниях резистентные к антибиотикам трансфор- 
манты не остаются в очаге поражения, а весьма эффективно 
распространяются по всему организму. Кроме того, полученные 
нами данные, а также результаты других исследователей дают 
основание утверждать, что, несмотря на неудачи, по всей ве- 
роятности методического характера, трансформанты могут воз- 
никать в кишечнике, бронхах И других органах и тканях 
организма. А отсюда возникает необходимость в изыскании ле- 
карственных препаратов, подавляющих передачу устойчивости 
к антибиотикам при трансформации. 

В этой главе мы не будем обсуждать полученные результаты 
с точки зрения механизма антибактериального действия пени- 
циллина и хлорамфеникола, а ограничимся только сопоставле- 
нием наших данных с данными ряда авторов, а и 
ние некоторых антибиотиков на развитие устойчивости бактерий 
кст : 

ль работе Кипшейтап её а1. (1951) показано, зо 
пенициллин значительно уменьшает число стрептомара ен 
чивых вариантов возбудителеи инфекции мочевых и Е 
числе и стрептококков, при совместном применении р 
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вис ти б 
исимости биологической активно- 


мицином. Аналогичные результаты, но при мы 
стрептококковым эндокардитом были получены КоБЬилз её | 
(1951). к . 

Анализ этих исследований в совокупности с обсуждаемыми 
данными позволяет выдвинуть рабочую гипотезу о том, что од. 
ним из механизмов синергизма стрептомицина с пенициллином 
и хлорамфениколом может быть подавляющее действие послед. 
них на межбактериальную передачу устойчивости к стрепто- 
мицину. Необходимо подчеркнуть, что механизмы синергизма 
и антагонизма различных антибиотиков в настоящее время 
почти неизвестны (С. М. Навашин, И. П. Фомина, 1974а). 
В связи с этим представляется интересной постановка экспери- 
ментов, подтверждающих или отвергающих нашу гипотезу. 

Разумеется, что сказанное выше далеко не исчерпывает всей 
проблемы участия генетической трансформации в возникнове- 
нии и распространении устойчивых к антибиотикам бактерий. 
Вполне возможно, что роль трансформации в увеличении числа 
антибиотикоустойчивых микроорганизмов весьма проблема- 
тична, а если сравнивать относительное значение этого процесса 
с конъюгацией и трансдукцией, то можно с убежденностью ска- 
зать, что трансформация наименее значима из них для распро- 
странения резистентных штаммов. Вместе с тем было бы не- 
правильно с учетом опубликованных данных и приводимых 
в этой главе экспериментальных результатов полностью исклю- 
чать генетическую трансформацию из числа потенциальных 
факторов, снижающих эффективность антибиотикотерапии. 


ПЕРЕДАЧА УСТОЙЧИВОСТИ К АНТИБИОТИКАМ 
ПРИ КОНЪЮГАЦИИ И ДЕЙСТВИЕ НЕКОТОРЫХ 
ПРЕПАРАТОВ НА ЭТОТ ПРОЦЕСС 


Если трансформация бактерий сыграла решающую роль при 
раскрытии генетических функций ДНК, то открытие конъюгации 
бактериальных клеток послужило основой для создания новой 
науки — генетики бактерий. 

Это открытие было сделано в 1946 году Ге4егЬего, Танит 
(1946). В своих опытах они использовали ауксотрофные му- 
танты культуры Е. сой К-12 и показали, что при смешивании 


их на синтетической среде с частотой 1. 10-6 возникают прото- 
трофные колонии. Было высказано предположение, что в сме- 
шанной культуре происходит обмен генетическим материалом 
между ауксотрофами, необходимым условием для которого яв- 
ляется контакт (конъюгация) бактериальных клеток. 

Действительно, последующие эксперименты подтвердили эту 
гипотезу (Тафт её а|., 1947; Апаегзоп, 1959; Апаегзоп еокат, 
‚ 957, и ряд других). 

В большом количестве обзоров (С. 3. Миндлин, 1964; 
С. И. Алиханян и В. Б. Суходолец, 1964; Д. М. Гольдфарб, 
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1965) и монографий (Ф. Жакоб и 3. Во: 

В: Хейс 1965: С _2. Больман, 1962; С. Е г. 
лер, 1963; —. 1965; Стент, 1974) и др. довольн ео - 
освещены вопросы, связанные с конъюгацией б Е о ‚подробно 

В связи с этим не представ бактерий. 


ляется необходимы 

Й Й м делать под- 
робный исторический обзор развития исследований конъюга " 
и ограничимся только схем гации 


атичной характеристикой 
, Й Е 
особенностей этого генетического и. . в 


Было установлено, что при конъюгации двух клеток между 
тс дитоплавматический мостик, через который 
те (реципиент). риал одной клетки (донора) переходит в дру- 

Процесс конъюгации состоит из следующих фаз: 

1. Образование специфических пар в результате случайного 
соединения клеток противоположного пола (многие авторы на- 
зывают ЁЕ+ и Н/-донорские клетки «мужскими», а Р^-реци- 
пиентные клетки — «женскими»). 

2. Превращение специфических пар в эффективные пары. 
Эта фаза заключается в образовании эффективного контакта, 
необходимого для генетического переноса, мобилизации генети- 
ческого материала донора для переноса и обеспечении переноса 
необходимыми источниками энергии. При подходящих условиях 
среды и при соответственной плотности клеточной популяции 
фаза быстро завершается, и практически все возможные скре- 
щивания происходят в первые 30 мин после смешивания куль- 
тур донора и реципиента. 

3. Третий этап состоит в ориентированном переносе хромо- 
сомного сегмента от Н[/-донора в клетку Р--реципиента, причем 
генетические локусы, расположенные в хромосоме Нй-клеток 
в линейном порядке, переходят в клетку реципиента в опреде- 
ленной последовательности. Начинается процессе переноса ло- 
кусов всегда с определенной для каждого Н}г-штамма началь- 
ной точки хромосомы (О). Перерыв этого процесса скрещивания 
не нарушает последующего включения в генетическую систему 
рекомбинанта генетических маркеров, уже перешедших в клетку 
реципиента. Даже без искусственного прерывания процесса 
иногда происходят самопроизвольные (спонтанные) разрывы 
хромосомы донора при переносе, и поэтому в отдельных конъю- 
гирующих парах длина перенесенного фрагмента бывает раз- 
личной. В результате переноса образуется р Зидота, 
или мерозигота, и всю хромосому Р`-реципиента и 

агмент осомы Н]!-донора. . 
фр и м т (4-й и 5-й) — интеграция генов НИ- 
штамма с образованием рекомбинантной хромосомы и феноти- 
пическое проявление бактерий рекомбннантов — свойство 
всем известным процессам переноса генетического материа 
У бактерий, т. е. трансформации, трансдукции и конъют ии. 

а доказывающие существование сори» 
в условиях, организма, были проведены японскими ученым 
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АКБа еЁ а. (1960), Кавтуа4а еЁ а. (1960), которые показали 
. ие ‹ественной лекарственной резистентности и 
что перенос множ тракте белых мышей у 
жет иметь место в кишечном тр п › Собак, 
й тах с добровольцами). При этом АК 
а также людей (в опь вность перен :. 
наблюдал значительно меньшую эффекти реноса устой. 
чивости ш У! о по сравнению с результатами экспериментоь 
р Е Зспие! ег ей а|. (1961) была изучена генетическая 
рекомбинация Е. сой К-12 Ни \-1895 (5п”) и $. Ура итигит 
ТМ-9 в кишечнике белых мышей. Предварительно путем введь. 
ния мышам через рот стрептомицина, эритромицина и микоста. 
тина в течение суток достигалась относительная стерильность 
животных. Рекомбинанты можно было выделить из испражне. 
ний в значительном количестве (103—104 бактерий в 0,01 г) 
уже через 24 ч после введения донора и реципиента. 

В течение последующих 3—4 дней рекомбинанты продол- 
жали размножаться, образуя основную часть кишечной микро- 
флоры, и высокое содержание их (107/0,01 г) сохранялось в те- 
чение 48 ч. 

З1еп2е! (1963) установил принципиальную возможность меж- 
родовой конъюгации между Е. со К-12 и $ЫоеПа в мочевом 
‚пузыре морской свинки. В этих опытах был получен перенос 
устойчивости к стрептомицину. 

Казиуа (1964) осуществил передачу множественной лекар- 
ственной устойчивости между штаммами бактерий родов $}- 
веПа, Езспенсва, КеБзеПа в кишечнике стерильных мышей. 
автора, позволяет избежать применения 


ного размножения доноров и 
еципнентов : г 
ментальных животных. р в кишечнике экспер 


и ) спроизведена пере ач Е 
а лекарст 
венной устойчивости в кишечнике нестерильных май обрабо- 
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абы в ВЫ что в некоторых случаях частота ие- 
редачи р рмнант устойчивости к тетрациклину ) в со! 
ш мо несколько выше, чем в опытах ш УЙго. В послед ло ь 
наблюдали перенос К-фактора (Тс) от Е. сой в клетк и 

. а г. клетки $. Рур|1- 
шигиит в желудочно-кишечном тракте телят, получавших хлор- 
тетрациклин как стимулятор роста. Аналогичные данные Полу 
чили при ыы поросят, диета которых содержала анти- 
биотики. " нтересный цикл исследований осуществил ЗтИН 
(1971), который не только убедительно продемонстрировал 
возможность эффективного внутривидового И межвидового 
плазмидного переноса устоичивости к антибиотикам у энтеро- 
бактерии в кишечнике цыплят, телят и поросят, но и установил 
передачу резистентности от штаммов, обитающих в кишечнике 
животных, штаммам кишечных бактерий персонала, работаю- 
щего в животноводстве или ветеринарии. 

Большое значение для развития представления об эффектив- 
ности межбактериального переноса резистентности к лекарст- 
венным веществам при конъюгации т у1\о имеют эксперименты, 
проведенные с гнотобионтами — безмикробными животными или 
птицами (\/аКоп, 1971; В. В. Сорокин, 1975). 

В порядке обзора опубликованных в литературе данных о пе- 
реносе А-факторов ш \Ё\о следует указать на работы СваББег, 
М/ИевИ# (1972), М\Ледетапп (1972), СпаББегё и соавт. (1969), 
И. М. Терешин и соавт. (1969а, в). 

С точки зрения изыскания лекарственных препаратов, эф- 
фективно подавляющих процессы переноса резистентности при 
конъюгации-в организме, интересны экспериментальные иссле- 
дования, в которых применялись антибиотики или малотоксич- 
ные химиотерапевтические препараты и другие химические ве- 
щества. 

ВШу, Раг4ее (1962) при воздействии стрептомицином на 
конъюгацию Н}- и Р--клеток Е. сой К-12 констатировали, что 
этот антибиотик подавляет эффективное спаривание бактерий, 
В то же время хлорамфеникол в среднем в 3—4 раза повышал 
число рекомбинантов. Отмечено подавляющее действие стрепто- 
мицина на образование рекомбинантов у У. споегае. я 

В опытах НаузВ! и соавт. (1965а, Б) изучалось действие 
23 производных триметиламмония (ТМА) на перенос множест- 
венной лекарственной резистентности (К) от резистентных 
штаммов ЗН. Нехпег! к чувствительным штаммам Е. сой, а также 
на обратный перенос К-фактора от резистентных Е. сой к чув- 
ствительным 5Б. Нехпег. : 

Из числа исследованных соединений додецил-ТМА, мири- 
стил-ТМА, октодецил-ТМА, додецил-бензил-ТМА, миристоил-хо- 
лин и бензетоний-хлорид ингибировали перенос В-фактора 
В обеих системах при концентрациях 10—40 мкг/мл, а также 
обладали некоторой антимикробной активностью. Применение 
НОВОГО метода оценки, исключающего влияние антимикробной 
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активности, позволило считать, _. |“ оказывают 
< ействие на перенос К- : , 
и ИА амил-ТМА, и. октил. 
ТМА, и бензоил-холин не тормозили и не ускоряли рост $ НоеПа 
и ЕзспесШа, но в их присутствии наблюдалось ускорение пере- 
носа множественной лекарственной резистентности. Е 
При изучении соотношения между химической структурой 
в ряду галогеноидов алкильных производных ТМА ‚был, отме- 
чен следующий факт: соединения, содержащие в боковой цепи 
от 3 до 8 атомов углерода, ускоряли перенос множественной ле- 
карственной резистентности, а соединения, содержащие от 19 
до 18 атомов углерода, ингибировали его. е ы 
НаузПу изучал связь между химической структурой произ- 
водных акридина и их ингибирующим действием на перенос 
множественной лекарственной резистентности. Было исследо- 
вано действие 17 производных акридина и родственных ему со- 
единений на перенос множественной лекарственной резистент- 
ности от резистентного донора ЗН. Нехпег! к чувствительному 
реципиенту Е. сой и на обратную передачу устойчивости. 
Установлено, что профлавин, ацетилпрофлавин, акридиновый 
оранжевый, акридиновый желтый, акрифлавин и тиофлавин Т 
ингибировали перенос множественной лекарственной резистент- 
ности при довольно низких концентрациях: от 5 до 40 мкг/мл. 
щее действие 8 видов высш 


ренос при 
а соединения 


мов углерода, ингибируют пе 
кг/мл), 


углерода от 12 до [8 

суются с результатами, полученными НаузНу (1965 2 
с додецил-ТМА (С!з) — октодецил-ТМА (Св) ты 
Тот факт, что алкильные производные ТМА эффективны 


озна- 
реноса множествен- 
не только с числом 
урой вещества в це- 


провели изучение дей 
типов плазмид, 
Е. сой К-19. 


хорошо согла- 


ной лекарственной резистентнос 


ти связана 
атомов углерода, но ис химиче, 


ской структ 


пическую экспрессию. Авторы рассматривают полученные ре. 
зультаты как факты, свидетельствующие в пользу г р 

о необходимости репликации ДНК в клетках а г гипотезы 
тивной передачи К-эписомных факторов. } ра для эффек- 

Г. Н. Нещадим (1972) испытал активность разнообразных 
веществ в отношении межбактериального переноса Ю-факто 
В опытах с Е. соЙ были изучены следующие препараты: и 
пицин, брунеомицин, производные 5-нитрофурана (фурагин 
фуразолин, фуракрилин), производные фенотиазина (трифта- 
зин, фторацизин, этаперазин, метеразин), протамин, полимик- 
син М, циклофосфан, фузидин, бацитрацин и линкомицин. 

В результате проведенных исследований было установлено, 
что рифампицин, вносимый в конъюгационную смесь в самом 
начале конъюгационного процесса, оказывал ингибирующее дей- 
ствие на перенос К-устойчивости к ампициллину, стрептомицину, 
хлорамфениколу, неомицину и сульфаниламидам, коэффициент 
ингибиции (понятие введено автором и выражает соотношение 
Ю+-реципиентов в системах с изучаемым препаратом и в кон- 
троле) был равен 7,5 и 14,0 соответственно. 

При воздействии этим антибиотиком на различные этапы 
конъюгационного Ю-переноса отмечалось, что рифампицин, не 
предупреждая образование специфических контактов между до- 
норскими и реципиентными клетками, вызывал существенные 
повреждения в клетках, нарушая процесс конъюгационного пе- 
реноса Ю-факторов. При изучении действия рифампицина на 
компетентность донорских клеток было показано, что предвари- 
тельная обработка их антибиотиком не нарушала процессов пе- 
редачи такими клетками К-факторов. 

Предварительное воздействие рифампицином на реципиент- 
ные клетки или совсем не отражалось на восприятии ими Б- 
факторов (при кратковременной обработке), или число рези- 
стентных реципиентов понижалось незначительно. 

При изучении производных 5-нитрофурана в аспекте инги- 
биции ими переноса К-факторов было показано, что фурагин, 
фуракрилин и фуразолин подавляют передачу В-факторов при 
конъюгации. 

Предварительная обработка донорского штамма фуракрили- 
ном приводила к определенному снижению образования числа 
В+-реципиентов. Обработка фуракрилином реципиентного 
штамма не отражалась на его способности воспринимать К-фак- 
торы. В опытах Г. Н. Нещадима нитрофураны не вызывали 
полной блокады переноса К-факторов, что отмечалось ранее 
(Б. А. Шендеров, 1971). Возможно, это объясняется, как пола- 
гает автор, применением в его опытах системы с дерепрессиро- 
ванным Ю-фактором, передающимся с высокой частотой. 

Другие препараты (брунеомицин, производные фенотиазина, 
циклофосфан, полимиксин М, фузидин, бацитрацин, линкоми- 
ЦИН) не оказывали существенного влияния на конъюгационный 


перенос Ю-факторов, или снижение К-переноса было Обуслов. 
лено значительным уменьшением числа донорских и реципиент, 
ных клеток в результате бактерицидного действия некоторых 
препаратов в изученных концентрациях (брунеомицин). 

Высокая ингибирующая активность рифампицина в отноше. 
нии конъюгационной передачи устойчивости к лекарственным 
веществам отмечалась и в работах других исследователей 
(А. Ф. Мороз и соавт., 1973, 1975; Мапар, Ве!аа!, 1974, и др). 

С учетом данных литературы о молекулярных механизмах 
действия рифампицина Г. Н. Нещадим (1972) полагает, что при- 
чина угнетения переноса К-факторов определяется взаимодей- 
ствием рифампицина с РНК-полимеразой. 

Л. И. Глатман (1972) исследовала 30 различных соединений 
на способность к подавлению переноса К-факторов. В резуль- 
тате было установлено, что «выраженное статистически досто- 
верное угнетение межбактериальной передачи устойчивости 
к стрептомицину, ампициллину, неомицину, хлорамфениколу и 
сульфаниламидам вызывают рифампицин, некоторые производ- 
ные 5-нитрофурана, бромистый этидий, пиронин и кофеин. На- 
личие ингибирующего эффекта названных веществ не зависело 
от штамма микроба-хозяина, {{-типа, К-фактора и состояния его 
дерепрессии». При изучении механизмов действия кофеина на 
К-передачу было найдено, что он не вызывает элиминации г-де- 


носа ДНК Ю-факторов или их репликации. 

Противовирусный антибиотик дистамицин А оказался эффек- 
тивным (Зап ИЙрро, 1971) при изучении его подавляющего дей- 
ствия на перенос множественной устойчивости от 


В литературе имеются сообщения о торможении или полном 
угнетении переноса А-факторов ш УИго различными 
жирных кислот, додецилсульфатом, митомицином С, 
`малоновой кислоты и 2,4А-динитрофенолом, перйодатом натрия 
5-бромурацилом, налидиксовой кислотой (цит. по НаузВЕ еЁ а|.. 
19656), противовирусным препаратом метисазоном (Е. П. Сиво. 
лодский, 1973), фурагином (Б. А. Шендеров, 1971), рядом анти- 
биотиков: клиндамицином, леваллорфаном (Тлозег еЁ а|.. 1971), 
эритромицином и гигромицином В, протамином (Р. Е. Эльгарт, 
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1972; И. И. Белоусова с соавт., 1973в; В. В. Сорок 1975 

›ехиномицином (Ног! еЁ а|., 1972). На после ИХ Л з ей 
дует остановиться несколько подробнее, так как ий. 
тибиотик выделен в лаборатории Отехауа (Япония) в резуль- 
тате широкого поиска антибиотических веществ пои 
подавляющих перенос г-детерминант, По мнению, авторов анти- 
биотик представляется перспективным с точки зрения его ис- 
пользования ДлЯ предотвращения распространения резистент- 


ности к антибиотикам путем эписомной передачи. 

Ряд работ посвящен описанию способов угнетения межбак- 
териального переноса К-факторов № У\1м0. З$шйВ (1971) в ре- 
зультате изучения большого количества антибиотических ве- 


ществ и ингибиторов, которые он добавлял в рацион цыплятам, 
пришел к выводу, что наиболее существенное подавление пере- 
носа лекарственной устойчивости 1 \1\0 отмечалось в опытах 
с фуразолидоном и сульфадимидином, менее активными были 
окситетрациклин и неомицин. 

О выраженном подавляющем действии дезоксихолата Ма на 
перенос устойчивости к тетрациклину, ампициллину, хлорамфе- 
николу и канамицину в опытах с поросятами-гнотобионтами со- 
общил ММЛедетапп (1972). 

Результаты исследований ш \!уо действия протамина пока- 
зали (В. В. Сорокин, 1975), что при сочетании этого вещества 
с хлорамфениколом эписомная передача резистентности Е. сой 
к последнему в условиях кишечника безмикробных цыплят за- 
метно подавлялась. : 

Было изучено автором с сотрудниками действие ряда анти- 
биотиков на передачу эписомной резистентности к хлорамфени- 
колу и тетрациклину в опытах т уУЦго и ш \1уо, в том числе 
в брюшной полости и в кишечнике мышей. 

В опыт были взяты следующие штаммы: 1) Е. сой С$Н-222, 
Е- Сша, Тев, $ши (500 мкг/мл); 2) Е. сой \№-677, Е, Смз, 
Тс8 (3 мкг/мл), Сш® (1200 мкг/мл). - 

Кроме названных штаммов, нами для экспериментов было 
выделено несколько культур Е. соН и ЗН. Пехпег из патологиче- 
ского материала (инфекционная клиника им. Боткина, Ленин- 
град). Е 

Передача эписомной резистентности осуществлялась ш УЙго 
и Ш \уо по методу И. М. Терешина, и др. (1965, 1969). 

Изучалось действие на перенос устойчивости к хлорамфени- 
колу следующих антибиотиков: полимиксина, эритромицина. 
стрептомицина, мономицина, неомицина и пенициллина. 

В опытах перечисленные препараты исследовали в концен- 
трациях, не более чем на 10—15% подавляющих размножение 


бактерий. 

При исследовании ант 
культуры донора и реципие 
вании в течение 18 ч или н 


ибиотики добавляли’ в бульонные 
нта при предварительном выращи- 
епосредственно в конъюгирующую 


смесь донора и реципиента, в этом случае контакт бактерий 


с антибиотиком продолжался 60 мин. 
Результаты влияния антибиотиков учитывали, подсчитывая 


число переносов резистентности, используя следующие сочет. 
ния донора и реципиента: 

1) реципиент - донор, оба выращенные в присутствии анти- 
биотика; 

2) конъюгация донора и реципиента в присутствии антибио- 
тика; 

3) донор, выращенный в присутствии антибиотика, -{ реци- 
пиент; 

4) реципиент, выращенный в присутствии антибиотика, - до- 
нор. 

ТАБЛИЦА 


Действие неомицина, полимиксина, эритромицина, стрептомицина, 
мономицина, пенициллина, на перенос плазмидной резистентности 
к тетрациклину и хлорамфениколу (от Е. сой С$Н-222 
к Е. сой \-677) т уИго 


Подавление пе- Подавление пе- 

реноса устой- реноса устой- 
чивости (во чивости (во 

сколько раз) сколько раз) 


Антибиотик Антибиотик 


антибиотика при 


предваритель- 
ном выращи- 


вании 
при конъюгации 


антибиотика 


Добавление 


Добавление 
антибиотика при 


Добавление 


Неомицин .....| Пол- 
ностью 
Полимиксин .... 50 Мономицин 


Стрептомицин 


Эритромицин . ... 18 Пенициллин 


В табл. 8 приведены результаты опытов, в которых перенос 


устойчивости происходил в смешанной культуре донора и реци- 
пиента, предварительно выращиваемых в среде с добавлением 
антибиотика, а также результаты переноса устойчивости в при- 
УтСтвии. ТОГО. ИЛИ иного антибиотика: Как-видновиз лаблицы 
наиболее эффективным ингибитором переноса устойчивости ожа- 
зался неомицин. Этот антибиотик полностью подавлял передачу 
резистентности к тетрациклину и хлорамфениколу в том случае 
когда реципиента и донора перед конъюгацией выращивали 
в его присутствии. Значительный подавляющий эффект отме- 
чали и при добавлении неомицина в период конъюгации: число 
рекомбинантов снижалось в 400 раз по сравнению с контролем. 
Полимиксин также оказался весьма действенным ингибитором 


носа резистентности, хотя 
в п ва в и менее эффективным, чем неоми- 
ЦИН. ыы р ельное культивирование донора и Е 
в МПБ, содержащем | мкг/мл полимиксина, в 50 ар 
шало количество переносов резистентности а 

Не отличались друг от друга по своей подавляющей актив- 
ности ин и мономицин: оба антибиотика угне? : 
образование рекомбинантов в среднем в 13 раз А 
лее эффективным проявил себя эритромицин АВЛИИВ 
передачу резистентности в 18 раз. Весьма ЗНАТЬ иН- 
гибирующим действием на процесс переноса устойчивости от- 
а который снижал число рекомбинантов 


ТАБЛИЦА Э 


Действие неомицина, полимиксина, эритромицина, стрептомицина 
мономицина и пенициллина на перенос плазмидной резистентности 
к тетрациклину и хлорамфениколу, в зависимости от объема 
воздействия ш уИго 


Обрабо- Обрабо- Обрабо- | Обрабо- 
тан тан реци- тан тан реци- 
пиент донор пиент 


5 о 9 а 
он сы |=) 2 
Антибиотик ея ны т Антибиотик ЕЯ пт 
225 885 225 зая 
$85_ | 565 ЕЕ | 858 
ЕО ЕЕУ Ш ЕБ°ШЙ 2.59. 
Фо” обо’ Во Фо 
Язея авт зая зая 
о=-& о =- = о==& о=-& 


Неомицин . . 300 30 Стрептомицин 1,5 
Полимиксин .. 15 12 Мономицин . ‹ 5 2 
10 1,4 Пенициллин 1,6 3,3 


Эритромицин 


Все испытанные антибиотики, кроме полимиксина, оказались 
значительно менее эффективными при воздействии непосредст- 
венно на конъюгирующую смесь донора и реципиента. При этом 
пенициллин, эритромицин И мономицин подавляли перенос 
устойчивости в 1,4—5 раз, а стрептомицин вообще не оказывал 

добавляемый в смешан- 


ингибирующего действия. Полимиксин, 
угнетал перенос в 35 раз. 


ную культуру при конъюгации, 

В этих же экспериментах была изучена зависимость подавля- 
ющего действия антибиотиков от объекта воздействия. С этой 
целью проводили конъюгацию © участием донора, предвари- 
тельно обработанного антибиотико 
пиента, и наоборот, когда реципиента 


вали в присутствии антибиотика, | 

шинстве случаев подавляющее дей- 
устойчивости выражено более 
Эта зависимость, однако, 
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Как видно из табл. 9, В боль 
ствие антибиотиков на перенос 
резко в случае обработки донора. 


м, и необработанного реци- 
предварительно выращи- 
а донор брали исходный. 


“ый 
ея 


ась при использовании различных антибиотиков по. 
Наиболее отчетливо она выражена в опытах с неоми. 
Первый из названных антибиотиков 

число переносов в 300 раз, 


проявлял 
разному. 
ЦИНОМ И эритромицином. 
при воздействии на донора снижал 
ТАБЛИЦА 10 ТАБЛИЦАИ 
Влияние неомицина на перенос 
устойчивости к хлорамфениколу 
от Е. соЙ к $8. Нехпег! в опытах 
т Ууо 
(внутрибрюшинно) 


Действие неомицина на передачу 
устойчивости к тетрациклину 
и хлорамфениколу от Е. сой 

к Е. сой в опытах щ У!у0 


(внутрибрюишнно) 


Концентра- Количество 

Количество Степень ция неоми- | рекомбинан-| Степень 
рекомби- | подавления цина, тов на клет- | подавления 
нантов переноса мкг/мл ку донора 


Концентра- 
ция неоми: 
цина, 
мкг/мл 


0 о 0 2,0.10-7 
(контроль) (контроль) 
1,25 0,5.10-6 | В 2 раза 5 5,0-10-? | В 40 раз 


2:5 0 Полностью 
5 0 » 7 0 Полностью 


а при воздействии на реципиента — всего в 30 раз. Эритромиция 
был в 7—8 раз более активен при воздействии на донора, чем 
на реципиента. Что касается стрептомицина, полимиксина и мо- 
номицина, то хотя эти антибиотики более эффективно подавляли 
перенос устойчивости при выращивании донора с их добавле- 


акс ТАБЛИЦА 12 ТАБЛИЦА 13 
ие неомицина на 
внутривидовую (Е. сой Х Е. со|) т неомицина на межродовую 
передачу устойчивости . соН Х $Н. Нехпег!) передачу 
к тетрациклину и хлорамфениколу устойчивости к тетрациклину 
в кишечнике и хлорамфениколу в кишечнике 


Концентра- Число 
ре- Степень 
ия Е Концентра- 5 
Ц я комбинан- подавления ЦИЯ АЕ ооо ре- Степень 
, тов на клет- | (во сколько цина я Иня 
х лет- во сколько 


мкг/мл ку донора раз) мя р тает к 
раз 


= 
2,5 15.109 
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давлять перенос резистентности к хлорам4 


рениколу и тетрацик- 


ину. 

Особенно эффективным, с этой точки зрения, оказался нео- 
мицин, который в определенных концентрациях полностью по- 
давлял передачу антибиотикоустойчивости. - 

При постановке опытов на белых мышах как при внутри- 
брюшинной, так и при внутрикишечной конъюгации неомицин 
в соответствующих концентрациях вводили одновременно с куль- 
турами донора и реципиента. 
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В табл. 10 и 11 приведены результаты, характеризующие 
действие неомицина на внутривидовую и межродовую передачу 
резистентности к антибиотикам в условиях брюшной полости 
белых мышей. Показано, что неомицин даже в концентрациях 
1,25—2.5 мкг/мл, совершенно не подавляющих размножение 
бактерий ш уйЙго, в значительной степени (в 2 раза) или пол- 
ностью угнетает перенос резистентности (табл. 10). 

Такое же действие неомицина отмечалось и в опытах по 
межродовой передаче резистентности в брюшной полости 
(табл. 11). 

Обнаружив столь значительную активность неомицина при 
внутрибрюшинном скрещивании, мы поставили перед собой за- 
дачу изучить, как действует неомицин на перенос резистент- 
ности в среде обитания кишечных бактерий — в желудочно-ки- 
шечном тракте белых мышей. Оказалось (табл. 12), что анти- 
биотик действовал на внутривидовой перенос резистентности и 
в условиях кишечника. Хотя в данных условиях опыта это про- 
являлось несколько слабее, чем в брюшной полости, все ра 
ингибирующая активность его оказалась значительной: 
устойчивости к хлорамфениколу и тетрациклину в п 
неомицина в концентрациях 2,5, 5 и 10 мкг/мл 
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Рис. 2. Действие неомицина на пере- 
дачу  плазмидной — резистентности 
у эшерихий. 


интенсивно, чем перенос плазми 
показана зависимость 
образование рекомбинантов 


чувствительности участвующих в 
ских и реципиентных клеток 
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ов 20, 300 раз и, наконец,  Приблин, 
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Е. со! к $8. Нехпег! (табл. 13 


опытами была продемонстрирована 


на, выражающаяся в его сп 


е- 


‚ процессов генетического переноса рези. 
фениколу и тетрациклину. 
исследований была изучена связь между 


специфическим действием нео. 
мицина и локализацией фак- 
торов устойчивости в бактери- 
альной клетке. Ответ на этот 
вопрос можно было получить, 
проверив, как влияет неоми- 
цин на образование устойчи- 
вых рекомбинантов в кроссах, 
в которых роль доноров иг- 
рали штаммы бактерий с плаз- 


мидной резистентностью (Е. 
со! С$Н-222 и Е. со|-924) и 
хромосомной (Е. со! К! 2 


НЫН Стая). Результаты этих 
опытов приведены в табл. 14. 
Они показывают, что неоми- 
цин независимо от природы ре- 
зистентности бактерий в значи- 
тельной степени или полно- 
стью подавлял переход гене- 
тического материала донора 
в клетки реципиента и, что 
следует считать особенно ин- 
тересным, перенос хромосом- 
ной резистентности угнетался 
неомицином в 5—8 раз более 
дной устойчивости. На рис. 2 


подавляющего действия неомицина на 


от применяемой к 
Наряду с вышеописанными опытами и. 
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проводилось изучение 
рекомбинации систем донор- 
к неомицину (концентрация 

игнуть путем раздельного 
(18 ч) донора и реципиента 
ина. Следует напомнить, что 
отик не подавлял размноже- 


: 15} ‘во всех: 
щиваниях действие неомицина в боль сех` изученных скре- 


на клетках донора: 
тивнее снижало число переносов 


ольшей степени сказывалось 


их участие в конъюгации в 9—10 раз эффек- 


резистентности, чем в опытах 


тео 


с обработанным Неомицином реципиентом 


ы Вместе с те С 

И азано о р и с тем внову 
ан _ клетки с хромосомной устойчивостью болев 
чув ‹ деиствию неомицина, чем клетки — носители 


плазмидной резистентности. Это относилось как + 
ным, так и к донорским бактериям. 


Таким образом, было установлено, что неомицин является 
эффективным ингибитором переноса резистентности независимо 
омее природы, что он более активно действует на передачу хро- 
мосомной устойчивости и, наконец, что донор во всех случаях 
чувствительнее к влиянию неомицина, чем реципиент 

Результаты действия 


к реципиент- 


антибиотиков на генети- я ТАБЛИЦА 15 
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антибиотиков с извест- 
ным в значительной степени механизмом антибактериального 
действия дает возможность подвергнуть конъюгирующую си- 
стему бактерий ингибиторному анализу. 

Очевидно, что ряд препаратов (неомицин, полимиксин, эрит- 
ромицин, пенициллин, стрептомицин и др.) довольно эффек- 
тивно подавляют перенос эписомной резистентности. И, напро- 
тив, некоторые из них не только не угнетают передачу хромо- 
сомной устойчивости, но в отдельных случаях стимулируют этот 
процесс. Например, пенициллин, который при предварительном 
воздействии на донор в 2 раза повышал число переносов хро- 
мосомной резистентности к хлорамфениколу, в то же время 
в аналогичных опытах с плазмидным переносом угнетал процесс 
примерно в такой ‘ке степени. Сходные результаты были полу- 
чены_и при действии пенициллина на реципиентные клетки. 


ПЕРЕДАЧА УСТОЙЧИВОСТИ К АНТИБИОТИКАМ 
ПРИ ТРАНСДУКЦИИ И ДЕЙСТВИЕ НЕКОТОРЫХ 
ПРЕПАРАТОВ НА ЭТОТ ПРОЦЕСС 


{ 


Многие исследователи придают большое значение трансдук- 


ции в межбактериальной передаче устойчивости к антибиотикам 
(Мо\иск, 1967; Мо\сК еЁ а1., 1967; МиИзивазм, 1971). 


ауна (1968) «трансдуцирующий, Фаг — это 
ее ТАК КАК ВЕ ой белковой обол 

го рода трамвай“, так как ПЕ ееыея К г 
о ровозит „безбилетного а: Рей Пе - ды. 
ето хозяина фага и вводит эту Д таки! м, как 


ю_к фагу бактериаль- 
Г в чувствительну 
и свою собственную ДНК, те фаги составляют незначитель. 


се ( У. 10-8) от всей популяции фаговых 


часть (от 1.10? до . 
а освобождаемых либо при лизисе бактерии и ет 
рулентными фагами, либо при индукции несущих профаг лизо- 


№ черовьюю и неспецифическую трансдукцию 

аун, 1968; Стент, 1974). 
сы трансдукция была открыта в начале 50-х 
годов, когда Циндер, студент известного генетика ия 
Ледерберга, пытаясь обнаружить конъюгацию у $. бур ИНЬ 
нашел третий механизм генетического обмена у бактерий, су- 
щественно отличающийся от трансформации и конъюгации, — 
передачу различных участков генома бактериальной клетки при 
участии умеренного фага Р22. 

В общих чертах Итаег, Гедегреге (1952) был представлен 
следующий механизм трансдукции. При размножении фага 
Р22 в чувствительных бактериях небольшой фрагмент бактери- 
альной ДНК проникает в головку дочерней частицы фага. 
Когда такая «нагруженная» фаговая частица, освободившись из 
клетки-донора, заражает бактерию-реципиент, бактериальная 
ДНК инъецируется в клетку, как если бы это была ДНК фага. 
Если не происходит литической реакции и бактерия выживает, 
между трансдуцированной бактериальной ДНК и гомологичным 
участком хромосомы реципиента может произойти обмен. Ре- 
зультатом его оказываются редкие рекомбинанты, носители не- 
большой части генома клетки донора. 

Специфическая трансдукция, при которой реципиентной 
клетке передаются только некоторые определенные детерми- 
нанты донора и которая осуществляется бактериофагами, при- 
соединяющимися лишь к специфическому месту на. бактериаль- 
ной хромосоме, впервые была обнаружена в исследованиях с фа- 
гом лямбда (7) лизогенного штамма Е. со! К-12 (Могзе её а|. 
195ба, Ь). Как известно (СатрЬей, 1957), профаг тесно сцеп. 
лен с группои генов, определяющих образование и активность 
ферментов, участвующих в сбраживании галактозы (Са!); в свя- 
зи с этим он осуществляет перенос прежде всего названных ге- 
нов. Были найдены и другие фаги, способные трансдуцировать 
Са!-признак бактерий (ТасоЪ, \Мотап, 1961). Установлено, что 
фаг ф 80 Е. сой, локализующийся в виде профага рядом с де- 
терминантами, ответственными за синтез триптофана, может 
осуществлять трансдукцию этих генов. у 

Наибольший интерес с точки зрения участия трансдукции 
в межбактериальной передаче резистентности к антибиотикам 


к 96 


По замечанию Бр 


веиотавляет неспецифическая (или общая) трансдукция. Ря- 
дом авторов было показано, в и 


что фаг Р22 Зайпопей: жет 
не 77 а может 
п г детерминант из очень многих единичных 
или ы х генов, определяющих питательные потребности 


бактериальной клетки (Ретегес, Нагётап, 1959), ее серологи- 
ческие (КаиЙтан, 1953), и ферментативные свойства ви 
ность (Еигпезз её а|., 1956), наличие жгутиков (54 к Е аа 
1953) и другие признаки. : Нет 
ре а а кто продемонстрировал в 1959 го- 
укции устойчивости к антибиотикам были 
М/а{апаре её а!. В дальнейшем было показано (\МафапаБе ей. а|., 
19616), что посредством трансдукции могут передаваться г-де- 
терминанты и что наиболее результативным перенос бывает при 
участии фага Р| Е. сой и фага Р22 $. {уриипигиит. Фаг Р1 
обычно трансдуцирует весь комплекс Ю-факторов, так как об- 
разующиеся трансдуктанты, как правило, обладают всеми де- 
терминантами резистентности, которые могут быть переданы 
при конъюгации. С другой стороны, Р22-фаг характеризуется го- 
раздо меньшей способностью к захвату Ю-факторов. В частно- 
сти, с помощью этого фага не удавалось передать детерминанту 
устоичивости к тетрациклину и, по-видимому, не всегда удается 
осуществить трансдукцию АТЁ-эписомы, так как перенос транс- 
дуцированных Г-детерминант при конъюгации происходил да- 
леко не во всех опытах. 

Авторы считают, что причины такой разницы в трансдукции 
с Р22- и Р!-фагами заключаются в их размерах. По всей вероят- 
ности, фаг Р22 гораздо меньше фага Р1. К-Факторы, транс- 
дуцированные Р1-фагом, способны к автономной репликации 
в реципиентной клетке. В противоположность этому в трансдук- 
тантах, которым Ю-факторы были переданы с помощью Р22- 
фага, репликация фактора резистентности может иметь место 
только после интеграции в геном. хозяина. 

Обнаружено, что большинство лекарственноустойчивых транс- 
дуктантов, полученных с помощью фага Р22, устойчивы к дей- 
ствию последнего. Некоторые из этих трансдуктантов спонтанно 
и одновременно сегрегируют как устойчивость к лекарственным 
веществам, так и иммунность к Р22. \Ма{апаре (1971) считает, 
что между Ю-фактором и фагом Р22 происходит рекомбинация. 
К-Факторы, трансдуцированные фагом Р22, интегрируются 
в бактериальную хромосому вблизи локуса пролина. Однако 
не исключено, что существуют другие точки интеграции, так 
как последняя возможна и в реципиентах с делецией той об- 
ласти хромосомы, где расположен локус пролина. \а{апаье 
её а|. (1966) показали, что К-факторы, трансдуцируемые _ 
Р-22-фагом, могут интегрироваться в хромосому реципиентных 
клеток в области, близлежащей с галактозными генами. 

В-Факторы могут также трансдуцироваться фагом эпсилон 
у $. {урипиуйии и 5$. пе\мрог. В этом случае трансдукция 
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_С. Д. Воропаева, 1973, и др.). 


и не отличается от таковой 
а ага Р22 (Нага@а её а] 

ЕС ется при участии фа . 
‹оторая осуществляется . ат лет за 
1963). Найдено, что индуцированный я е 
ах т етрациклину трансдуктантов, полу Но В опы- 
} 5 ает трансдукцию с высокой частотой 


тах с эпсилон-фагом, вызыв ‹ 
(НЕТ). Например, устойчивость к тетрациклину трансдуцирова- 
лась при титре фага 9,3. 10 с частотой 5,4 на 10-' формирую- 


щих бляшки единиц (\!аЁапаЬе, Оба, 19725). све. 

Данные литературы о возможности трансдукции устойчиво 
сти к лекарственным веществам среди различных бактериаль- 
ных видов довольно обширны. : 

Сонеп ей а|. (1970) и др. показали передачу устойчивости 
<. аигеиз к метициллину, эритромицину, стрептомицину и тет- 
рациклину при помощи трансдуцирующего фага 80/Е 142. 

Рисвтопа (1973) приводит данные, из которых сделан вы- 
вод о том, что резистентность стафилококков к В-лактамным 
антибиотикам, тетрациклину и эритромицину практически 
всегда связана с плазмидами, которые передаются только фа- 
гами без образования конъюгационных пар. Автором был выде- 
лен ряд штаммов $. аигеиз, устойчивость которых к стрепто- 
мицину, неомицину, канамицину, хлорамфениколу и фузидиевой 
кислоте детерминировалась трансдуцируемыми плазмидами. 

Обобщение опубликованных отдельных сообщений и обзор- 
ных материалов (Мо\1ск, 1967; \а{апаЬе, 1969) дает возмож- 
ность составить представление о трансдукции у стафилококков 
резистентности к следующим лекарственным препаратам: пени- 


по своим особенностям практическ 


‚ циллину и другим В-лактамным антибиотикам, эритромицину, 


линкомицину, тетрациклину, хлорамфениколу, стрептомицину, 
новобиоцину, неомицину, канамицину, сульфаниламидам, т. е. 
практически ко всем широко применяемым в медицинской прак- 
тике антибиотикам. 

В 1974 году Гасу, Е1стопа провели исследования, направ- 
ленные на выяснение значения межбактериальной передачи пу- 
тем трансдукции резистентности стафилококков к антибиотикам 
в клинике. Были подобраны специальные условия эксперимента 
(суспензия донорских и реципиентных клеток $. аигецз в че- 
ловечьей сыворотке, в качестве добровольца выступал один из 
авторов и т. д.). В результате проведенных опытов авторы сде- 
лали заключение о возможности передачи ш \!о на поверхно- 
сти кожи человека плазмидной устойчивости к пенициллину, 
эритромицину, неомицину и тетрациклину. Максимальная ча- 


4 стота переноса была характерна для детерминанты резистент- 


ности к тетрациклину (3,5. 10-5), минимальная — для резистент- 
ности к пенициллину (1,5. 10-8). 

Наряду с этими данными в литературе имеются сведения, 
косвенно свидетельствующие в пользу суждения о наличии“ 
трансдукции стафилококков ш \!уо (В. С. Зуева и др., 1969; 


в 
№. 


Несколько меньшая Т 
} ая роль в кли, ск аспек ей 
роятности, принадлежит транедукции бакта и 
и некоторых других видов микро Ве в 
микроорганизмов. Тем не менее рас- 
пространенность этого генетиче 
т ского процесса, довольно высо- 
кая частота передачи детерми 
а рминант резистентности в ряде слу- 
чаев, обнаружение умеренных ф ‹ : 
у ы 2 агов в кишечнике человека и 
животных и некоторые другие < 
\ факторы позволяют включить 
трансдукцию в число потенциальн ‚тей 
о. я альных путей увеличения количе- 
ства антибиотикоустойчивых шта! < < й 
т, а } ммов этих видов бактерий. 
еопаг4, Сооп, Сое (1968) о 
о ее . дни из первых продемонстри- 
р ы р ос трансдукции хромосомной резистентности 
У а ЕкОН-трУННы А. Исследователи использовали 5 тИ- 
пов актериофагов (два умеренных и три вирулентных), кото- 
рые после пассирования на стрептомицинорезистентном штамме 
приобретали способность сообщать чувствительному штамму 
стрептококков довольно высокий уровень резистентности к ан- 
тибиотику. Из шести использованных в качестве реципиентов 
штаммов лишь один мог быть трансдуцирован. Уверенность 
в том, что генетический обмен осуществлялся именно -за счет 
трансдукции, подкреплялась и экспериментами с использова- 
нием дезоксирибонуклеазы и антифаговой иммунной сыворотки. 
Последняя в отличие от энзима полностью предотвращала вы- 
ход трансдуктантов. 

В генетике бактерий свойство трансдуцирующих фагов пере- 
носить относительно небольшие фрагменты генетического мате- 
риала. используется для. высокоразрешающего рекомбинацион- 
ного анализа малых областей бактериальной хромосомы. Приме- 
нительно к стрептококкам группы А в последние годы с этой 
целью используется вирулентный фаг А25 (Мае, 1974), спо- 
собный осуществлять трансдукцию с эффективностью, близкой 
к наблюдаемой в хорошо изученных системах у других бактери- 
альных видов. МаШе были проведены исследования мутаций, 
касающихся резистентности стрептококков группы А к эритро- 
мицину и линкомицину. г 

В_результате мутагенеза нитрозогуанидином и последующего 
отбора в одних случаях с помощью эритромицина, а в других — 
линкомицина, исследователем были получены антибиотикорези- 
стентные мутанты стрептококков штамма 56188, способные пе- 
`редавать при трансдукции устойчивость к антибиотикам. 

В. последние.годы возрастает частота выявления в клинике 
‘резистентных к. макролидным антибиотикам и линкомицину 
штаммов стрептококка группы А. Опубликованы данные ис- 
следования_выделенных от больных в одной из провинций Ка- 
нады. штаммов; резистентных одновременно к эритромицину и 
линкомицину, - которые. показывают ‹ увеличение. ‚процента: ре- 
‚зистентных. (плазмидная устойчивость) по отношению к общему 
количеству проверенных штаммов (Рухоп, ГарзКу, 1972). В пе- 


риод:с 1968-по- 1920 год. процент резистентных образцов состав- 
у | `99 


4* 


(10 штаммов из 18 628 проверенных ). К т. 
до 1,38%. 


А 0/ 
лял около 0,05% 


году он увеличился И рентококар а 
Иры изучении одного из штаммо р (Маще 


‘ющего индуцибельным типом резистентности, была 
т, обладаю о четырем разным фагам. ф 
обнаружена его лизогенность п - - гам. Фаги 
по спектру литического действия, по 
отличались друг от друга с: ) 
способности сообщения лизогенного иммунитета, серологической 
родственности, степени интерференции с другими фагами и 
трансдуцирующей активности. Один из фагов, антигенно отлич- 
ный от всех остальных, мог трансдуцировать с высокой эффек- 
тивностью детерминанты индуцибельной резистентности к эри- 
тромицину и линкомицину мутанту этого же штамма, потеряв- 
шему резистентность в результате обработки нитрозогуани: 
Дином. 

Трансдуктанты, отобранные по маркеру резистентности 
к эритромицину, были резистентны и к линкомицину, и наобо- 
рот. Полученные результаты позволили исследователю предпо- 
ложить, что резистентность к эритромицину и линкомицинууне- 
которых клинических штаммов стрептококка определяется плаз- 
мидной структурой. 

На модели Вас. зибИИ$ осуществлена трансдукция генов, 
контролирующих резистентность к антибиотикам (ТаКапазШ, 
1962). Межвидовая трансдукция была воспроизведена у Вас. 
зиБНИз и Вас. ПспепИоги!з при помощи фагов $Р-10 в 
$Р-15. 

Межвидовая трансдукция генов, контролирующих продук- 
цию пенициллиназы, была продемонстрирована не только при 
помощи фага $Р-15, полученного при индукции лизогенной куль- 
туры Вас. ИсНепИогииз, но и в результате контакта реципиента 
с донорским фаговым лизатом, содержащим потомство фага 
$Р-15, размноженного на Вас. зи Н!з \/-93-бия, 

Что касается подавления трансдукционного переноса резис- 
тентности, то систематических наблюдений в этом направлении, 
насколько нам известно, не проводилось. Опубликованы лишь 


отдельные работы в этой области, среди которых преобладают 
разработки отечественных авторов. 


А. Ф. Мороз и др. (1973) наблюдали по 
цином трансдукции устойчивости к хлорам 
лину, стрептомицину и сульфаниламидам с помощью фага 
РТКС у Е. со. Антибиотик (14 мкг/мл), внесенный в трансдук- 
ционную смесь одновременно с фагом, полностью подавлял пе- 
редачу Ю-факторов. Снижение частоты трансдукции резистент- 
ности в 35—40 раз отмечали при добавлении рифампицина после 
5-минутного контакта фага с культурой реципиента. Предвари- 
тельная 18-часовая обработка антибиотиком клеток реципиента 
и трансдуцирующего фаголизата снижала частоту трансдукции 
в 78—110 раз. Отсутствовало подавляющее действие рифампи- 
цина (14 и 50 мкг/мл) на фенотипическую экспрессию трансду- 
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давление рифампи- 
фениколу, тетрацик- 


варите? 
торы д 
тов ЯВ. 
сорбци 
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В ОПЫ 
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пресси 
стенти 
нетал. 


Я детерминант резистентности Ю-фактора, а также на 

ад В Ц Е фага реципиентными клетками 
этой же лаборатории (ЕР А 

. 1. АНЦИФерова и : л 

изучено влияние бромистого а зе - 


Е этидия на передачу при трансдук- 
о оатора с детерминантами устойчивости к хло- 
ада р а ампициллину, стрептомицину и суль- 
— ббактерясетатичесь х использовался умеренный фаг РКС и 
Е р ‚ская концентрация ингибитора (50 мкг/мл). 

ромистый этидий, добавленный сразу же после начала кон- 
такта реципиента и умеренного фага, подавлял частоту передачи 
К-фактора в 100 раз. В опытах, где бромистый этидий был вве- 
ден в трансдукционную смесь через 5 мин после ее составления, 
формирование трансдуктантов снижалось в 20 раз. Минималь- 
ным было снижение передачи при добавлении бромистого эти- 
дия после 20 мин контакта. Этот факт авторы объясняют тем, 
что данное время соответствует адсорбции 95—98% фаговых 
частиц Р1КС на культуре реципиентного штамма Е. сой К-12 
С-600. Предварительная обработка бромистым этидием клеток 
реципиентной культуры не влияла на частоту появления ре- 
зистентных трансдуктантов. Незначительное угнетение эффек- 
тивности трансдукции (примернов2 раза) имело место при пред- 
варительной 18-часовой обработке трансдуцирующего фага. Ав- 
торы делают вывод, что снижение частоты выхода трансдуктан- 
тов является результатом подавления бромистым этидием ад- 
сорбции бактериофага на поверхности реципиентной клетки. 

По данным Т. Г. Сионской и др. (1975), ЕДТА и фурагин 
в опытах ш Уго ингибировали трансдукцию устойчивости 
к эритромицину у 5. аигецз соответственно в 200 и 14 раз. При 
добавлении ЕДТА и фурагина в период фенотипической экс- 
прессии трансдуцированной в реципиенты детерминанты рези- 
стентности выход эритромициноустойчивых трансдуктантов уг- 
нетался в 200—600 и 4—6 раз соответственно. 

В опытах ш \/уо на модели гнойно-воспалительного очага 
белых мышей установлено, что у 27% животных, получавших 
ЕДТА, и у 13% леченных фурагином передача устойчивости 
к эритромицину не наблюдалась. Число трансдуктантов, выде- 
ленных от остальных животных, было в 36 (ЕДТА) и 21 (фу- 
рагин) раз меньше, чем в контрольных опытах, 

Влияние 5-фторурацила на трансдукцию резистентностн ста- 
филококков к эритромицину было изучено Т. Р. Пономаревой 
и др. (1975). Интересно, что в небольших концентрациях пири- 
мидиновое производное (1—10 мкг/мл) ‘несколько стимулиро- 
вало трансдукцию, увеличение концентрации до 50 мкг/мл сни- 
жало частоту трансдукции в 2—5 раз, до 100 мкг/мл —в 10— 
32 раза, до 200 мкг/мл —в 17—52 раза. При предварительной 
обработке донорских клеток 5-фторурацилом (20 мкг/мл) ча- 


стота трансдукции снижалась в 1,7—2,4 раза, а при повышении. 


концентрации препарата до 200. укг/мл — в 5—10 раз. 


О ода а зы. 


$ 
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(1975а, 6), каки в опытах Моск (1967). 
Е нехромосомных детерминант устойчивости 
изучали ее совместного культивирования донор- 
к эритромицину в ея штамма стафилококков № \1\0 и м уйго, 
ского’и реципиентн ействие на трансдукцию 

Было исследовано подавляющее д - 

неомицина. Из изученных со- 

профлавина, аминоадамантана и 
з { компетентность стафилокок- 
единений наиболее активно изменял 1 С 
ков неомицин. Так, использование в системе скрещивания до- 

арительно обработанных неомицином в течение 4 ч, 
о РЕ 3,3 обработка в течение 
снижало число трансдуктантов в 3,8 раза, а ооработка 
24 ч—в 10 раз. Более значительно неомицин нарушал реципи- 
ентную компетентность стафилококков: в системе, в которой 
присутствовал реципиент, предварительно обработанный нео- 
мицином в течение 4 ч, число трансдуктантов было =) 100 раз 
меньше, чем в контрольных пробах. Предварительная 24-часовая 
обработка реципиентных бактерий почти полностью блокировала 
процесс формирования трансдуктантов. 

. На модели гнойного инфекционного очага, который получали 
введением взвесей донора и реципиента под кожу спины мышам, 
было изучено- влияние неомицина на передачу устойчивости 
к эритромицину. У 50% животных, которым вводили 50 мкг 
неомицина непосредственно в очаг в течение 4 дней, не было об- 
наружено микробов, устойчивых к эритромицину. 

Обобщение изложенного в этой главе экспериментального 
материала не дает оснований для сомнения в определенной роли 
межбактернального обмена генетической информацией в рас- 
пространении лекарственной устойчивости среди микробрганиз- 
мов — возбудителей инфекционных заболеваний. Очевидно, что 
наиболее результативными процессами передачи генов — детер- 
минант резистентности от одной бактериальной клетки к другой 
являются конъюгационный перенос К-факторов и трансдукция. 
и дискутабельным остается значение для возрастания числа 
антиоиотикоустойчивых. бактерий. трансформации, однако при 
рассмотрении. этого тенетического“процесса как потенциального 
а распространения устойчивости к .антибиотикам, .осо- 
енно с точки зрения межвидовых взаимоотношений, роль его 
‘полностью исключать нёльзя, ЖД : 

В результате обзора путей, ‘методов; средств подавления 
межбактериальной передачи генов, контролирующих грезистент- 
НОС С ) —Е рая ) 
ность к. антибиотикам, можно сделать вывод.о некоторых усив- 
хах в этом направлении . исследований. Тем - 7 7 
Е баса б . Гем не. менее работа 
шая Потребуется вое мита  ибиотиках предстоит еще’ боль- 

Ро ребуется еще много усилий микробиологов-изыскате- 
лей. продуцентов биологически ‘акт 

у Ио. и ивных веществ, химиков-син- 

тетиков; физиологов . бактерий--а_та а 

а ‚^^ РИН; га-также представителей таких 

специальностей, как биохимия, ‘молекулярная. биология и `мМо- 

а ная_г а прежде чем можно-будет сказать, что мы 

г. тагаем: способами` надежного “угнетения `межбактериаль- 
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ной передачи устойчивости к антибиотикам и другим химиоте- 
рапевтическим веществам. При этом следует учитывать, что 
микроорганизмы, обладающие огромной, эволюционно детерми- 
нированной приспособительной способностью, могут вооружа- 
ться весьма разнообразными средствами защиты от нежелатель- 
ных для них воздействий. Примером этому служат данные об 
обнаружении К-факторов, определяющих отсутствие чувстви- 
тельности процесса конъюгации к производным нитрофурана, 


которые известны как ингибиторы плазмидного переноса устой- 
ЧИВОСТИ. 


Глава 1\ 


ПОИСК ПУТЕЙ ПРЕОДОЛЕНИЯ 
ЛЕКАРСТВЕННОЙ УСТОЙЧИВОСТИ 
НА ОСНОВЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ 

О ЕЕ МЕХАНИЗМАХ 


ПРИМЕНЕНИЕ МЕМБРАНОТРОПНЫХ И ПОВЕРХНОСТНО- 
АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ ДЛЯ ПРЕОДОЛЕНИЯ РЕЗИСТЕНТНОСТИ 
МИКРООРГАНИЗМОВ К АНТИБИОТИКАМ 


Актуальную область быстро развивающейся науки мембра- 
нологии представляют проблемы изучения действия физиологи- 
чески активных соединений, в том числе антибиотиков, на био- 
логические мембраны. 

Раскрытие основных механизмов мембранотропного дей- 
ствия антибиотических веществ дает возможность рационально 
осуществлять поиск путей повышения их эффективности, спо- 
собствует более детальному анализу биологических и физико- 
химических свойств мембранных структур. 

На основе современных представлений об особенностях дей- 
ствия на мембраны некоторых антибиотиков последние можно 
разделить на пять основных групи: 1) -вызывающие общую 
дезинтеграцию (иногда с явлениями лизиса) мембран (мономи- 
цин, стрептомицин); 2) избирательно индуцирующие проницае- 
мость биологических мембран (валиномицин, энниатины) ; 3) по- 
давляющие биологические функции мембранных ` стеринов и 
фосфолипидов (полиеновые антибиотики); 4) инактивирующие 
мембранные ферменты, например транспептидазы (пеницил- 
лины, цефалоспорины, бацитрацин); 5) связывающиеся с мем- 
бранными фосфолипидами (полимиксины, грамицидин С). 
Кроме упомянутых антибиотиков, для которых биологические 
мембраны служат основной мишенью их антибиотического дей- 
ствия, по данным литературы, выраженным действием на мем- 
браны структуры или ферменты обладают: циклосерин’— инги- 
битор мембранных ферментов Р-аланин-рацемазы и О-аланил- 
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олигомицин, подавляющий активность 
ядерной и цитоплазматиче- 
лиянием которого про- 


О-аланин-синтетазы, т 
АТФ-азы (Ма+, Кт), связанной с 

Й © ‹ол, ПОД В 
ской мембранами, хлорамфеникол, з 
исходит обогащение мембран липидами (своеобразное «ожире- 


: ние»), что приводит к нарушению связей В липопротеидном 
_ комплексе; циклогексимид, подавляющий биосинтез белков, 
Е участвующих в системах мембранного переноса аминокислот 
и сахаров, производные тетрациклина, образующие хелатные 
комплексы с ионами кальция, входящего в состав биологиче- 
ских мембран (Л. А. Пирузян и соавт., 1974; Ю. О. Сазыкин, 
1968). з ` 

Большое внимание исследователей со времени начала широ- 
кого использования антибиотиков в медицине привлекает из- 
менение степени связывания и накопления антибиотических ве- 
ществ резистентной микробной клеткой (Шнитцер, Грюнберг, 
1960; М. Н. Лебедева, С. Д. Воропаева, 1960, и др.). Этот ин- 
терес представляется вполне понятным в связи со стремлением 

. исследователей найти пути повышения проницаемости клеточ- 
ной мембраны резистентной клетки для антибиотиков. 

В литературе представлены данные о снижении способности 
бактериальных клеток «поглощать» антибиотики вследствие 
приобретения устойчивости к пенициллину и ряду других В-лак- 
тамных антибиотиков, хлорамфениколу (ЗотроНизку еф. а|., Е 
19685; Мават еЁ а|., 1972, и др.), полимиксину, эритромицину С 
(Мао еЁ а1., 1969), рифампицину (Вегоапи, Ео\з4, 1965) ‚ гра- С 
мицидину С (В. Г. Булгакова и др., 1966), тетрациклину (Егап- 
КИп еЁ а|., 1971; Гпоце: её а|., 1970). Поэтому представлялось 
интересным и значимым проследить изменение чувствительно- 
сти бактериальных клеток к антибиотикам при воздействии 
последних одновременно с веществами, способными увеличить 
их проникновение в микроб. 

В нашей лаборатории изучали изменение уровня устойчи- 
вости Е. соЙ к тетрациклину под действием протаминов: прота- 
мина гидрохлорида, протамина сульфата и экмолина. Прота- 
мины легко взаимодействуют с нуклеиновыми кислотами и, 
наряду с гистонами, по-видимому, могут участвовать в регу- 

| лировании генетической информации клетки (5еП\уасеп е{ а|. 
1969). - : 
Имеются данные о противоопухолевой активности протами- 
| нов (3. В. Ермольева и др., 1970). Протамин увеличивает тера- 
| певтический эффект антибиотиков при одновременном приме- и 
| нении в лечебной практике. р 
——— Й Оказалось, что протамин гидрохлорид в концентрации 50— 
100 мкг/мл усиливает действие тетрациклина на устойчивые 
к этому антибиотику штаммы Е. сой. Влияние экмолина, взя- ее. 
| того в тех же концентрациях, было более слабым, протамина `я 
сульфат оказался неактивным. Сами протамины в исследован- Ч 
ных концентрациях практически не подавляли роста Е. со, и 
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только увеличение их к 
х концентраций 
И Было подавляющее и чий до 200 мки/мл позволидо 
ыло подтверж к * 
циклину у Е. м. 16), что устойчивость к тетра- 
ен клеток адсорбы ин в основном снижением способ- 
связывают в среднем С г антибиотик (устойчивые клетки 
1 аз меньше тетрацик 

ИКЛЬ : 

ние в среду вместе с антибиотиком п рациклина). Добавле 


приводит к ни ротамина гидрохлорида 
вол к снижению минимальной уббаклорностата ЕЕ 


концентрации тетрацик: 

адсорбции а. в 4—8 раз. Отмеченное увеличение 
в присутствии протамина ТАБЛИЦА 6 
на 60—80% дает возмож- Связывание тетрациклина устойчивыми 
ность предполагать, что и чувствительными к антибиотикам 


снижение антибиотикоре- ные ЗЫ 


зистентности в данном Я 
м личество связан- 
случае может быть свя- ЗЕЕ ного  трациклина 
6: 
зано с этим эффектом. Штамм Е ы Ану. Е 
Интересно, что увеличе- ей ЕЕ 
ние сорбции антибиотика ВЕБЕ | без про- | с прота- 
52| тамина МИНОМ 
происходит весьма изби- 75 не 
рательно и не наблюда- 
ется у чувствительных С$Н-2 2] 837 $29 
штаммов (табл. 17). В-103 2 874 861 
Экмолин в меньшей № 14 250 117 228 
степени ‘увеличивал ад- С5Н-299 125 200 370 


сорбцию антибиотика Е. 
сой, что коррелирует с } 
его незначительным влиянием на уровень устойчивости клеток 
к тетрациклину ш уйго. Протамина сульфат оказался неактив- 
НЫМ. у 

Обнаруженное несходство действия разных протаминов, по- 
видимому, может быть связано с неоднородностью их струк- 
туры и ‘аминокислотного состава. В пользу этого предположе- 
ния свидетельствуют данные, полученные 3. В. Ермольевой с 
сотр. (1970) при изучении онкостатического действия этои 
группы белков. 

В литературе имеются сообщения об увеличении проницае- 
мости клетки в присутствии другой группы ядерных белков — 
гистонов. Показано, что наибольший эффект наблюдается при 
использовании фракции, богатой аргинином. мы содержа- 
ние аргинина характерно и для протаминов. Однако роль этой 
аминокислоты в изменении проницаемости клетки под деист- 
вием основных белков пока. не ясна. И. П. Ашмариным и Др. 
(1972) было установлено, что рарелевенНе, фракции гистонов 
тимуса теленка значительно усиливают т уИго действие стрет 
Е ы аегистоза, Е. с1оасеае, 5. ао 1с. 
1узодеНсиз, а также тубазида на Мусофасегит фиБегси'0$18. 
Многократное усиление бактериостатической эффективности 
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‹ ольшинстве случаев достигается при таких 
о (от и мкг/мл), которые незна- 
итие . = 
к онах (А. Б. Левченко и др., ре ее. 
лученные из тимуса, оказались эффективными пр! зд . ИИ 
на устойчивые к хлорамфениколу, стрептомицину и эритроми- 
чную палочку и стафилококки, снижая степень рези- 
стентности микробных клеток на 20—30%. Отчетливое действие 
на устойчивость 5. аигеиз к хлорамфениколу, тетрациклину И 
эритромицину оказывала динатриевая соль ЕДТА. В суббак- 
териостатических концентрациях 250—500 мкг/мл она снижала 


цину кише 


ТАБЛИЦА 17 


Адсорбция тетрациклина клетками Е. сой в присутствии разных 
концентраций протамина гидрохлорида в % к контролю 


Концентрация протамина гидрохлорида в мкг/мл 


Штамм 

25 50 100 200 - | 300 | 400 * 
С$Н-2 — 93 97 102 107 93 
№ 14 110 165 188 179 183 182 


С Кратковременность экспозиции давала возможность использовать 
в этих опытах высокие концентрации протамина. 


уровень устойчивости к антибиотикам в 5—10 раз. Динатриевая 
соль ЕДТА не действовала на резистентность к стрептомицину 
Е. соЙ, но оказалась эффективной в сочетании со стрептоми- 
цином в отношении $. аигеиз. Устойчивость этого штамма сни- 
жалась в 3—4 раза при совместном применении препарата сан- 
тибиотиком. Действие динатриевой соли ЕДТА на устойчивость 
Е. соЙ к хлорамфениколу установить не Удалось. Однако это 
вещество в 8—10 раз повышало антибактериальную активность 
морфоциклина. Применение кальциевых солей ЕДТА было не- 
эффективно. Лизоцим в концентрации 500 мкг/мл оказывал за- 
метное влияние на ингибирование роста только в сочетании со 
стрептомицином (снижал МПК в 2—4 раза). Предварительная 
обработка штаммов Е. соЙ и $. ашгецз биологически актив- 
ными веществами не способствовала заметным образом усиле- 
нию действия антибиотиков на бактериальные культуры. 

В другой серии экспериментов (И. М. Терешин и др., 1974а) 
изучали действие на перенос устойчивости к антибиотикам та- 
ких поверхностно-активных веществ, как диметилсульфоксид, 
дезоксихолат натрия и додецилсульфат натрия (табл. 18). 
Изучаемые вещества применяли в концентрации от 500 до 
1500 мкг/мл в зависимости от штамма. Приведенные данные 
показывают, что наиболее эффективными оказались диметил- 
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Ра и дезоксихолат натрия. Устойчивость Е. соЙ 
и. ) к ие снижалась в 2—4 раза, к тетра- 
циклину —в 1,5—2 раза. Дезоксихолат натрия оказывал отчет- 

ТАБЛИЦА 18 


Действие поверхностно-активных веществ на перенос 
устойчивости к хлорамфениколу 


Подавление переноса 


я устойчивости (во сколько 
я раз) 
з 
Вещество Е Добавление 
БЕ веществ при | Добавление 
Ее предвари- | веществ при 
5 тельном вы- | конъюгации 
а ращивании 
Диметилсульфоксид 10 2 4 
5 1,6 3 
1 1,2 1,8 
Дезоксихолат натрия 5. 10 20 
2,5 4 8 
1 1,5 2 
10 4 1,5 
Додецилсульфат натрия 5 2 9 
1 1,4 4 


ливое действие на устойчивость одного из штаммов Е. соН 
к стрептомицину, которая снижалась в 6 раз. Действия этих 
веществ на устойчивости 5. аигеиз к хлорамфениколу и стреп- 
томицину, а также на устойчивость Е. со! к хлорамфениколу 

ТАБЛИЦА № 


Действие поверхностно-активных веществ на устойчивость Е. сой 
к некоторым антибиотикам 


(МПК антибиотиков в мкг/мл) 


Эффект совместного действия 


О 
Е 
антибиотика Е 
Е ЗЕ Е. 

- иотик 
пи с диметил- | с дезоксихо- | с додецил- г 
в сульфокси- латом сульфатом |: 
Я дом натрия натрия о 


62 | Хлорамфеникол -..'' 125 125 375 500 


14 в еж е. г т 500 
6 НА. 1200 
и а 900 200 400 450 


62 | Тетрациклин ‹ 


выявить не удалось. Изученные поверхностно активные 
ства оказывали более сильное действие на высокорезис 
штаммы Е. сой с плазмидной устойчивостью к антибиотикам. 


Как известно, механизм действия этих веществ связан с увели- — 


чением проницаемости клеточных мембран (Тотоеда её а1., 


п ежик тр и 


} 


А 


= ‘кие уровни устойчивости к антибакте- 
1968). Кроме тоге, высокие о 2 востояаня ибо 
риальным агентам, видимо, за НЕ На 
й Таким образом, снижен р сти 
т метки. язано с изменениями прони- 
в описанных опытах может быть св п 
цаемости клеточных мембран. Обсуждая механизм деиствия 
некоторых поверхностно-активных веществ м 
тности микроорганизмов к ‚антибиотикам, ум рнуться 
к характеристике их действия на межбактериальную передачу 
устойчивости. Данные об ингибировании переноса устоичивости 
к хлорамфениколу при конъюгации в известной степени явля- 
ются подтверждением того, что состояние мембран играет су- 
щественную роль в процессе конъюгации (Нигойа еЁ а!., 1964). 
Действие различных мембранотропных веществ на потерю $4. 
аигецз пенициллиназных плазмид было изучено Офауо (1974). 
В опыт были взяты додецилсульфат натрия (0,0024), дезокси- 
холевая кислота (0,32%), цетилтриметилбромид аммония — 
СТАВ (0,0001%), алкиларилполиэфир этилового спирта — Сур- 
фоник-10 (1,0%), твин-80 (3,2%), тритон Х-100 (10%). Самыми 
активными соединениями проявили себя додецилсульфат натрия 
и дезоксихолевая кислота — 100% элиминации, в присутствии 
остальных веществ потеря плазмид была в пределах 1,6—3,3%. 
Авторами сделан вывод, что действие алкилсульфатов на плаз- 
миды зависит от длины их углеродной цепочки. 
Додецилсульфат натрия является, пожалуй, наиболее по- 
пулярным среди ПАВов объектом исследований, используемых 


‚ для подавления резистентности микроорганизмов к антибиоти- 


кам. В литературе приводятся данные о снижении под влия- 
нием додецилсульфата натрия устойчивости к неомицину, ка- 
намицину, карбенициллину и тетрациклину (Шеташт её а|., 
1972), к пенициллину (Зопз{ет еЁ а|., 1972), к спектиномицину 
(ЗшИВ еЁ а|., 1970), к метициллину и бензилпенициллину 


(Вгипз, 1973) и к ряду других антибиотических вещес М/о|- 
пав еЁ а1., 1972; СВо её а|., 1975). а 


Анализ опубликованных данных позво 
действие додецилсульфата натрия на Ю+- 
вещество более токсично для Ю+-клеток. 

Как считают Уоко{а и АКфа (1961), обработка клеток до- 
децилсульфатом ведет к утрате донором способности переда- 
вать К-фактор, что может являться результатом лизиса доде- 
цилсульфатом Ма «ворсинок», необходимых для переноса плаз- 
миды. На основании этого заключения авторы предполагают 
что К-фактор локализуется на мембране очень близко к пи. 
лусу и что додецилсульфат лизирует первоначально пилус, а за- 
тем локально клеточную стенку; это, в свою очередь, ведет 
к повреждению К-фактора и его частичной или полной потере. 

` шрика её а|. (1969), делая попытку объяснить механизм 
элиминирующего действия додецилсульфата на Ю-фактор, при- 
ходят к аналогичному выводу, так как по данным ТасоЬ е{ а1. 


ляет считать, что воз- 
И Ю--клетки различно: 
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(1961), Р-фактор прикрепляется к ых 
Я а а ‹ Цитоплазматической мем- 
бране ы о олизости от расположения поверх- 
ноСтНОг ена, детерминирующего образование Е-пилуса 


Среди веществ, изменяющих 
р иромо оу тату проианиоть 20 
соединение, связывая двухвалентные катионы, соде р Е. 
в клеточной стенке и мембранах бактерий Е. ЕЕ. 
емость этих структур для разл , роница- 

различных веществ, в том числе и 
для антибиотиков. При этом затрагивается в основном пассив- 
ный транспорт, системы активного транспорта не поражаются 
(Ге\е, 1968). Эффект ЕДТА обратим через 2—3 генерации вот- 
сутствие препарата. 

При добавлении ЕДТА в среду минимальные бактериоста- 
тические концентрации (МПК) ряда антибиотиков для штам- 
мов $. ацгецз — лабораторных и выделенных из патогенного 
материала (Ка\а|, 1971) $. фур! (Мизсве|, 1968), Е. сой (\а!- 
зег е а|,, 1968) значительно снижаются, отмечено синергид- 
ное действие сочетания ЕДТА с антибиотиками для Р. аегие1- 
поза (\Ме1зег ей а|., 1969). 

Введение суббактериостатических концентраций ЕДТА в ку- 
льтуру не сказывалось на активности хлорамфениколазы 
у Е. соЙ и $. аигецз (Н. Н. Соловьева и др., 1974), но на 30— 
60% подавляло индукцию пенициллиназы у стафилококка 
(Сгозз еЁ а|., 1970). Авторы предполагают, что этот эффект 
обусловлен связыванием ЕДТА магния, необходимого для ин- 
дукции фермента. В то же время Наш Шюоп-МШег (1965) от- 
мечал увеличение пенициллиназной активности в присутствии 
ЕДТА за счет увеличения проницаемости клетки для антибио- 
тика-индуктора. 

Данные, полученные при исследовании действия ЕДТА, про- 
тиворечивы. В частности, Ме\м её а|. (1970) подвергают сомне- 
нию синергидный эффект ЕДТА и противобактериальных анти- 
биотиков на устойчивые штаммы энтеробактерий. Они обнару- 
жили, что действие ЕДТА проявляется только в высоких 
концентрациях и, носит аддитивный характер, снижения ре- 
зистентности не наблюдается. Не исключено, что подобная 
разноречивость связана с неоднозначностью действия ЕДТА 
в зависимости от видовой и штаммовои специфичности штамма 
и типа устойчивости (Ве! её а1., 1970). 

Резюмируя результаты применения додецилсульфата и 
ЕДТА для преодоления резистентности микроорганизмов к ан- 
тибнопмеским веществям, ледует омехить, ЧО мока ее то 
достаточных оснований для того, чтобы рассматривать эти сое- 
динения как исходные для создания высокоэффективных средств 
борьбы с устойчивыми к антибиотикам патогенными бактерия- 
ми: прежде необходимо провести комплекс работ по снижению 
токсичности этих мембранотропных препаратов. Однако уже 
в настоящее время наметились определенные предпосылки Для 
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кальциевых солей ЕДТА, обладающих сравни. 


19чностЬю, В клинике. 
ано значительное повышение Чувет. 


ви шигелл к тетрациклину при со- 
рхностно-активными производными 


использования 
тельно низкой токс1 

Было продемонстриров 
вительности стафилококко 
четании последнего с пове 


имидазолина, главным образом с 1-карбоксиметил-2-дидецили. тб 
пб ом. 
Е (1974) установлена весьма высокая актив- = 
ность м УНго и ш мо триэтилентетрамина (ТРИЕН), сущест. р >” 
венно повышающего чувствительность Р. аеги?поза к карбени- 0 Ра 
циллину. Необходимо подчеркнуть, что ТРИЕН представляет ст К. 
собой малотоксичное, нетератогенное поверхностно-активное ве- р 
щество, применяемое в клинике для лечения больных болезнью 80 к. 
М/Пзопе. ско 
К одним из наиболее важных результатов, полученных ис- Веле 
следователями, занятыми поиском путей преодоления устойчи- усто! 
вости к антибиотикам, относится открытие нового антибиотика вот 
макарбомицина и обнаружение неожиданных свойств у анти- ТИМ 
биотика флавомицина. (Ал 
МиИзиназВ! её а|. (1970а) провели исследования по изыска- `НЫМ 
нию антибактериальных препаратов, которые бы избирательно таку 
действовали на бактериальные штаммы, несущие плазмиды, ВОТ 


включая К-фактор, и обнаружили, что макарбомицин преиму 
щественно подавляет штаммы Е. соЙ с плазмидами, такими как 


г 
Не. 


ука 
Е- и`Ю-факторы. Штаммы с плазмидами изучали на чувст- — 


вительность к макарбомицину в сравнении с исходными . й 


`штаммами без плазмидных факторов. Е. со! К12 и штамм Е. со- я 
| А+ смешивали в соотношении |: 10. Если штамм — носитель ‚. 
плазмид был более чувствителен к макарбомицину, чем исход- Г. 
ный штамм, следовало ожидать, что процент лекарственночув- ее 


ствительных клеток в смешанной культуре будет возрастать з 
в процессе роста в присутствии макарбомицина по сравнению ЗА 
с ростом в отсутствие антибиотика. Так и оказалось: процент м 
антибиотикочувствительных клеток в смешанной культуре после и 
суточной культивации был 2—16% в отсутствие антибиотика т 
зр но возрастал примерно до 50—99% в присутствии 10 “или 
: 20 мкг/мл макарбомицина. На основе этих результатов авторы 
предположили, что макарбомицин подавляет рост клеток с плаз- 
мидами более интенсивно, чем бактерий без плазмид. Изучение 
роста каждого штамма в присутствии различных  оащантраций 
макарбомицина подтвердило это предположение. Из литера- К 
(туры известно, что макарбомицин подавляет синтез а хо 
стенок $. аигеиз. Клетки Е. соЙ, обладатели Е- или К-факто Е 
образуют {- или г!-антигены, которых не обнаруживаете» в 
у штаммов, лишенных таких эписом; наличие {+- и г+-антигенов 
определяет образование на поверхности бактериальной клетки 
своеобразных волосков, или «пилусов», которые имеют эНачение 
для эффективной конъюгации (Меупе еЁ а|., 1968). Принимая 


ат. 
40, 


во внимание эти факты, авторы предполагают, что преимущест- 
венное действие антибиотика на бактериальные клетки с Р- или 
В-факторами объясняется его влиянием на волоски, или «пи- 
лусы», клеточной стенки. В последующих работах была убеди- 
тельно продемонстрирована повышенная чувствительность к дей- 
ствию макарбомицина мутантов Е. сой В+ или Ё+, дерепресси- 
рованных в отношении образования пилусов. Из 26 мутантов 20 
не образовывали волосков и утрачивали как способность к конъ- 
югационной трансмиссии, так и чувствительность к мужским 
фагам. 12 из этих 20 мутантов давали ревертанты, способные 
образовывать волоски. Большинство из них одновременно вос- 
станавливали чувствительность к макарбомицину. 

Как уже отмечалось, различные антибиотики применяются 
во многих странах в качестве кормовых добавок для домашнего 
скота и птицы с целью стимуляции их роста (Такез, 1971). 
Вследствие этого значительно возрастает число лекарственно- 
устойчивых бактерий среди кишечных организмов у таких жи- 
вотных и большинство из них оказывается устойчивым ко мно- 
тим лекарственным препаратам в связи с наличием В-фактора 
(Ап4егзоп, 1968). Бактерии, устойчивые ко многим лекарствен- 
ным препаратам и обычно патогенные для человека И ЖИВОТНЫХ, 
такие как сальмонеллы, могут переноситься к человеку от жи- 
вотных. Потенциальная опасность увеличения числа несущих 
В-фактор бактерий у животных неоднократно обсуждалась; 
указывалось, что увеличение числа несущих К-фактор бактерий 
у животных действительно составляет угрозу для здоровья лю- 
дей. В связи с этим необходимы такие антибиотики в качестве 
кормовых добавок, которые не будут вызывать у животных уве- 
личения числа несущих К-фактор бактерий (\Мафапабе её а!., 
1972а). 

Флавомицин (называемый также флавофосфолиполом и мо- 
эномицином) является антибиотиком, который специально при- 
меняется в качестве кормовой добавки для домашнего скота и 
птицы во многих странах. \Га{апае её а|. нашли, что К-фак- 
торы способствуют повышению чувствительности своих бакте- 
рий-хозяев к флавомицину. Бактерии, несущие половой фактор 
Е и колициновый агент Со[, также показали повышенную чуВ- 
ствительность к этому антибиотику. 

Тот факт, что плазмиды дерепрессированного типа делают 
более заметной чувствительность к флавомицину их бактерий- 
хозяев, чем это наблюдается с саморепрессированными типами, 
позволяет ‘предполагать, что наличие волосков может быть ре- 
шающим для повышения чувствительности бактерий к флаво- 
мицину. Сравнительные исследования, проведенные авторами, 
показали, что флавомицин обладает в 2 раза более высокой ан- 
тибактериальной активностью, чем макарбомицин, и что между 
этими двумя антибиотиками существует перекрестная резистент- 
ность при воздействии как на штаммы Р+, таки К*. 
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сес а флавомицина на $. аигеце 

Известно, что механизм действия Фте С Пи баш 
связан с подавлением син Е может. вероятно, Нроне 
рий на основе такого $ рвипше ит. Об этом можно сделать 
р ы т ©. м бактериальных культур в про- 
вывод ИЗ а аще флавомицин бульоне и по обра- 
нию  роластов в изотонических средах с флавомицином. 
Наличие половых волосков может, вероятно, облегчить проник- 
новение флавомицина в клетки. Возможно также, что наличие 
плазмидных элементов (особенно в нерепрессированном Состоя, 
нии) может индуцировать какой-то механизм повышения чув- 
ствительности клеток к флавомицину одновременно с образо- 
ванием половых волосков (\/а{апаре её а|., 19725). 

Тот факт, что бактерии с А-факторами более чувствительны 
к флавомицину, чем Ю--бактерии, дает, как нам кажется, боль- 
шое преимущество этому антибиотику как кормовой добавке, 
наряду с его низкой токсичностью и исключительно слабой вса- 
сываемостью из кишечника. Особенно обращает на себя внима- 
ние то обстоятельство, что бактерии, наделенные г-волосками 
(и, следовательно, донорской способностью), обладают более 
заметной чувствительностью к флавомицину. Бактерии с Ю-фак- 
торами могут мутировать в направлении устойчивости к фла- 
вомицину, но эта устойчивость не опосредована Ю-факторами и 
связана, по-видимому, с мутациями хромосомных генов. 

Данные, подтверждающие результаты \Маёапабе еЁ а|. 
(19725), получили Вгапа её.а1. (1973), которые также наблю- 
дали избирательное подавление роста Е. со! Ю+-клеток флаво- 
МИЦИНОМ. 

Таким образом, среди мембранотропных и поверхностно-ак- 
тивных веществ можно уже сегодня выделить довольно перспек- 
тивные соединения с точки зрения их применения как отдельных 
препаратов или в сочетании с другими химиотерапевтическими 
агентами для преодоления устойчивости возбудителей инфекци- 
онных заболеваний к лекарственным веществам (в 1974 году 
японская фармацевтическая компания «Мейдзи Сейка» начала 
работу по организации производства макарбомицина в целях 


использования его для борьбы с резистентными к антибиотикам 
микроорганизмами). 


ПОВЫШЕНИЕ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ К АНТИБИОТИКАМ 
БЕЛОКСИНТЕЗИРУЮЩЕЙ СИСТЕМЫ БАКТЕРИЙ 


КАК ОДИН ИЗ ВОЗМОЖНЫХ ПУТЕЙ ПРЕОДОЛЕНИЯ 
УСТОЙЧИВОСТИ 


Одним из подходов к преодолению антибиотикорезистент- 
ности могут быть поиски веществ, увеличивающих сродство ан- 
тибиотика с мишенью, например рибосомами. Такой подход 
подсказывается, в частности, супрессорными мутациями, приво- 
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эффекта 
лючается 
сродства 
тибиоти! 
вие этс 
действия 
кола на 


ящими к тому, что генетичес 

лески проявляют м. резистентные м 
реверсии является функцион 
нентов рибосомы (Ар!Чоп ап@ ЗсШезерег, 1969). С 
тельно, среди веществ, способных изменять и 
сомы, могут оказаться такие, которые будут Е од- 
ство рибосомы к тому или иному антибиотику или о 
вать восстановлению утраченного сродства. 

Было показано, что протамина гидрохлорид в концентрациях 
не оказывающих бактериостатического действия на Е. сой зна- 
чительно снижает резис- . 
тентность этих бактерий 


утанты феноти- 
льность к антибиотику. Причиной 
альная взаимозависимость компо- 


ТАБЛИЦА 20 
Связывание С14-хлорамфеникола 


к хлорамфениколу (Р. Е. рибосомами Е. со! МВЕ-600 

Эльгарт, 1959). Посколь- в разных условиях 

ку точкой приложения 

действия хлорамфени- о 

кола. являются бактери- Состав инкубационной смеси кола, связав- 

шихся 

альные рибосомы, бы- : а - 

ло предположено, что 

один из возможных ме- о >. 

еникол в буфере - ,75 + 0, 

ханизмов наблюдаемого То же-- протамин .| 0,99 = 0,011 

эффекта протамина зак- Рибосомы -- СЧ-хлорам- 

лючается в увеличении феникол в буфере ТММ-2 | 0,63 = 0,030 

сродства рибосом к ан- а аи 0,69 = 0,064 
4 ибосомы -хлорам- 

тибиотику и, как следст- фезикол в буфере ТММ-3 | 0,66 = 0,031 

Вис Этого В усилении То же -|- протамин 0,81 = 0,064 

действия хлорамфени- 


кола на белковый синтез. Были получены результаты, под- 
тверждающие это предположение. Пытаясь выяснить причину 
наблюдаемого увеличения связывания хлорамфеникола бакте- 
риальными рибосомами в присутствии протамина, мы сделали 
2 предположения: а) часть рибосом неспособна связывать ан- 
тиботики, а протамин восстанавливает их способность к свя- 
зыванию; 6) протамин увеличивает прочность связи хлорамфе- 
никола с рибосомами, обеспечивая 1004 связывание уже при 
сравнительно низких концентрациях антибиотика. 

Для проверки этих гипотез была исследована зависимость 
между связыванием Си-хлорамфеникола с рибосомами Е. сой 
МВЕ-600 и концентрацией антибиотика (табл. 20). Было уста- 
новлено, что наблюдавшийся нами эффект протамина объясня- 
ется увеличением в его присутствии прочности связи бактери- 
альных с хлорамфениколом. д 

а ингибирующее ре А 
ких концентраций антибиотика на синтез белка (табл. 21). то: 
бы выяснить, является ли этот эффект общим для всех ооо 
ных белков или определяется какими-то специфическими а 
ствами конкретного препарата, мы исследовали Вл т 
протаминов и гистонов на связывание хлорамфеникола 
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`новных белков на связывание хлор 
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госом (табл. 22). Отмечено } 
другие свойства рибосом (табл. 22). о ее ‚ ЧТо прота. 
ее охлорид и гистон вызывали четкии активирующий 3. 
акт 5 3 же время экмолин практически не влиял на связь. 
К1, З 


ание хлорамфеникола. Высокие концентрации экмолина за- 
В Хх 1 


метно подавляли связывание. 


Судя по наблюдавшемуся различию действия разных ос. 


амфеникола с рибосомами, 


эффект протамина детерминируется не его поликатионными 
свойствами. По-видимому, он определяется и не первичной 
структурой этого протамина, поскольку главным его аминокис- 

ТАБЛИЦА 51 


Действие хлорамфеникола на синтез полифенилаланина рибосомами, 
интактными и предварительно обработанными протамином 


Опыт № 1 Опыт №2 
Молярная 28 
Рибосомы концентрация % % 
Ее ПОННЕЫ ИМП/МИН к конт- имп/мин к конт- 
кола ролю ; ролю 
Интактные 0 г а = 679 — 
ПО 1298 110 — -=ы 
5 ск 
10-8 17 95 669 99 к 
10—* = Е: 532 78 в 
ретени 
Обработанные про- 0 1003 = 577 = кои ре 
тамином 10-6 625 62 Ех ыы тикам 
10-5 423 42 285 49 правл 
10 а = 161 28 щей су 
Чуветв 
лотным компонентом является аргинин, тогда как у гистона, ных а 
проявляющего то же действие на связывание хлорамфеникола, тикоу; 


преобладает лизин. 
в эффекте основных 
с чем, возможно, и 


Не исключено, что существенную роль 
белков играет их вторичная структура, 
связана та пестрая картина, которую на- 
блюдают исследователи при изучении влияния этих веществ на 
резистентность разных видов бактерий к антибиотикам (Р. Е. 
Эльгарт, 1972; И. П. Ашмарин и др., 1972). Известно, что поли- 
катионы взаимодействуя с нуклеиновыми кислотами, как сво- 
бодными, так и входящими в состав рибосом, стабилизируют их 
двойную спираль, в результате чего повышается температура 
плавления нуклеиновых кислот (Тпоце её а|., 1970). Известно 
также, что поликатионы изменяют чувствительность рибосо- 
тай к к действию панкреатической рибонуклеазы. Ав- 
труд рии использовали оба теста для сравнения взаи- - 
т. АВ зных протаминов с рибосомами. 

они и, ни протамина гидрохлорид не вызывали сколь- 
м ато изменения температуры плавления рибо- 
М м. со. Не удалось обнаружить корреляции 

Л разных протаминов на ассоциацию рибосом 


ее мфениколом и их вл 
се хлорамт И их влиянием на эн а г 
дацию рибосомальной РНК. Можно пр зиматическую дегра- 


- едположить, что прота- 
мин В НИЗКИХ концентрациях не взаимодействует или аа 
взаимодействует с рибосомальной РНК и увеличение в его при 


сутствии прочности связи рибосомы с хлорамфениколом об 
словлено специфическим взаимодействием протамина -- Е 
сомальными белками. ка 
Таким образом, в этих опытах было показано что прота- 
мин обладает «сенсибилизирующим» действием на рибосомы 
Е. сой, повышая их чувствительность к действию хлорамфени- 
кола. Не исключено, что этот фактор является определяющим 


для проявления протамином активности в направлении сниже- 
ния резистентности некоторых 


видов микроорганизмов к хло- 
рамфениколу. 

Анализ современных пред- 
ставлений о чувствительности и 

> нкубационная 

белоксинтезирующей системы смесь 
бактерий к действию антибио- 
тических препаратов и об ее 
изменениях в связи с приоб- а О А 
ретением бактериальной клет- Полная -- протамин | 0,64=0,037 
кой резистентности к антибио- 
тикам дает основание сделать вывод, что исследования в ‘на- 
правлении изыскания средств трансформации белоксинтезирую- 
щей системы устойчивых микроорганизмов в сторону повышения 
чувствительности к подавляющему действию антибактериаль- 
ных агентов могут быть одним из путей преодоления антибио- 
тикоустойчивости. Для того, чтобы поиск в этом направлении 
был более эффективен, необходимо углубленное изучение изме- 
нений конформационных и химических свойств рибосом, их 
связи с мембранными структурами вследствие превращения 
микробной клетки из чувствительной к антибиотику в устой- 
чивую. Результаты такого рода исследовании позволят более 
рационально осуществлять поиск веществ, «сенсибилизирую- 
щих» рибосомы к ингибирующему деиствию антибиотиков. 


ТАБЛИЦА 22 


Влияние протамина на связывание 
Си-Ст с рибосомами 


Число молей Си 
Ст, связавшихся 
с | моль рибосом 


ПОДАВЛЕНИЕ ФЕРМЕНТОВ, 
ИНАКТИВИРУЮЩИХ АНТИБИОТИКИ, — 
ОДИН ИЗ ПУТЕЙ ПРЕОДОЛЕНИЯ РЕЗИСТЕНТНОСТИ 


БАКТЕРИЙ К АНТИБИОТИКАМ 


Как уже отмечалось в Г главе, наибольшее значение в кли- 
ническом аспекте имеют бактериальные ферменты, инактиви- 
рующие В-лактамные антибиотики, аминогликозиды и хлорам- 
еникол. 

В-Лактамазы сильно отличаются от других ферментов, гид- 
ролизующих пенициллины и цефалоспорины, в нескольких отно- 
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: ‹ О) з моментов заключается в том, что они широко 
ны и в некоторых случаях имеют решающее Зна. 
чение в связи с резистентностью патогенных бактерий к В-лак. 
тамным антибиотикам, чего нельзя сказать о таких ферментах, 
как ацилаза и эстераза, также способных гидролизовать назван. 


иотики. 

т Зшрейапа (1966), а также другими исследователями 
получены обширные данные, говорящие о том, что пенициллино- 
вые ацилазы играют в настоящее время весьма незначитель- 
ную роль в развитии устойчивости грамотрицательных бакте- 
рий к пенициллинам. В одном из исследовании АБгаВат (1972) 
было найдено, что для образования значительного количества 
ацилазы бактериями Е. сой микроорганизм нужно выращивать 
при низкой температуре, мощной аэрации и с добавлением 
в культуральную среду фенилуксусной кислоты. 

Наибольшее число попыток было предпринято исследовате- 
лями в направлении поиска путей подавления бактериальных 
В-лактамаз. 

Н. П. Елинов и др. (1968) изучили действие катионных, 
анионных и неионогенных детергентов на синтез внеклеточной 
(бактериальной) и внутриклеточной (стафилококковой) пени- 
циллиназы, а также на индукцию синтеза эндопенициллиназы 
стафилококками. 

Оказалось, что катионные соединения обладают различной 
способностью к подавлению синтеза экзопенициллиназы. Нан- 
более эффективен в этом отношении цетавлон (радикал Сьв). 

Анионные поверхностно-активные вещества в общем обла- 
дали, по данным авторов, более выраженной способностью угне- 
тать синтез экзопенициллиназы, чем катионные соединения. 
Наиболее энергично действовали некаль и другие вещества 


этого класса, кроме гексадецилсульфата натрия, обладающего 
весьма низкой растворимостью. 


В отличие от ионных ПАВ неионогенные 
тали синтеза внеклеточной пенициллиназы. 
авторами неионогенных ПАВ ни один 
синтез эндопенициллиназы. 

Катионные детергенты не снижали степени индукции фер- 
мента оксациллином. В противоположность этому ‘анионные 
соединения заметно угнетали количество индуцированной пени- 
циллиназы. Особенно эффективными в этом отношении были 
додецилсульфат натрия и сульфонол. Степень индукции умень- 


шалась в присутствии 0,005 додецилсульфата почти в 21/. раза 
по сравнению с контролем. Е 


Один из полиоксиэтиленалкилфенолов — ОП-7 
ингибируя синтез пенициллиназы клетками ) 
вершенно не влиял на процесс индуцированного синтеза фер- 
мента. Одно из вероятных объяснений этого феномена заклю- 
чается, по мнению авторов, в следующем. Возможно, что детер- 
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детергенты не угне- 
Из использованных 
из твинов не влиял на 


энергично 
стафилококка, со- 


ции изученных 
щих активност 
филококков К 
ПАВ интенсив 
пенициллиноу 
тококков (с 3 


тент (0П-7) и индуктор (оксациллин) в отноше Е 
пенициллиназы дей у ее ении системы 
синтеза ствуют как два конкурентны 
нения. В отсутствие индуктора детергент угнета х соеди- 
мента. Добавление же к клеткам индуктора я. синтез фер- 
чительно большим сродством к изучаемой = зна- 
| ‚ полностью 
вытесняет детергент, и индуцированный синтез проходит нор- 
Вудьно, как в опыте без ПАВ. Лишь при достаточно ей 
концентрации детергент начинает успешно конкурировать с ин- 
дуктором, вызывая снижение количества индуцируемой пени- 
циллиназы. 

Проведенная работа позволила определить следующие ос- 
новные закономерности угнетения пенициллиназы ПАВами: 
а) экзопенициллиназа более чувствительна к действию ПАВ, 
нежели эндопенициллиназа; 6) процесс угнетения требует для 
своего завершения продолжительного времени (от нескольких 
часов до нескольких суток); в) катионные ПАВ наиболее эф- 
фективны в нейтральной и щелочной среде, ингибирующая спо- 
собность анионных ПАВ возрастает при сдвиге как в кислую, 
таки в щелочную. стороны. 

Заслуживают серьезного внимания данные авторов о влия- 
нии изученных ими поверхностно-активных веществ, подавляю- 
щих активность пенициллиназы, на уровень устойчивости ста- 
филококков к пенициллину. Было установлено, что анионные 
ПАВ интенсивно снижают ш Уго устойчивость к пенициллину 
пенициллиноустойчивых пенициллиназопродуцирующих стафи- 
лококков (с 3000 до 2,8—81 ЕД/мл). В присутствии катионных 
и некоторых неионных соединений удается достичь лишь незна- 
чительного повышения чувствительности стафилококков к пе- 
нициллину. В случае предварительной обработки клеток анион- 
ными ПАВ и последующего титрования пенициллина в при- 
сутствии анионных детергентов устойчивость стафилококков 
к пенициллину понижается до уровня устойчивости эталонного 
пенициллиночувствительного штамма (0,022—0,05 ЕД/мл). Спо- 
собность снижать устойчивость стафилококков к пенициллину 
связана у анионных ПАВ в основном © угнетением пеницилли- 
назы или элиминацией пенициллиназных плазмид. Е 
неионные ПАВ (полиоксиэтиленалкилфенолы, например -7) 


снижают устойчивость, по-видимому, за счет ут В а 
стафилоккоковой пенициллиназы. При испытании н 


острого стафилококкового сепсиса у белых аа. 
пенициллиноустойчивым стафилококком, бы г 
сульфонол значительно усиливал терапевтический о ыы 
циллина. Неионный детергент ОП-7 не влияет на л р" " 
Ффекции антибиотиком. Хотя основные материалы по лай =. 
пПлазмид представлены ранее (см. главу И), целесообр Е 
Смотреть данные Д. П. Шраера (1975), посвященные 


нию активности пенициллиназ. 
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а . астоту элиминации пеницил: 

| ‘ах наибольшую частот} ии т 

В его Е 3.6-диаминоакриди те акрифлавин 

назных плаз! Е жевый — 11,8—13,0%, профлав а 
15.6—923,1%, акридин оранж 


й лощей активностью облад 
9 нной элиминирующ Дали 
6,8—8,0%. Выраже растала в зависи. 


‹ ы. Частота элиминации воз а 
- ах концентрации препарата, воздеиствующег 
ый резистентного стафилококка, и вре. 
на популяцию пенициллинорез При наличии - 
мени контакта культуры с препаратом. 11ри нали У Фенок. 
сазинов в положении «9» диметиламинной группы отмече 
невысокая, но стабильная способность к элиминации пеницщ 
пиназных плазмид (до 3,2—4,6%). Показано, что наибо; 
активными ингибиторами продукции пенициллиназы являют 
профлавин и акрифлавин. Продукция фермента в присут- 
ствии суббактериостатических концентраций этих соединен 
(10,0 мкг/мл) была ниже, чем таковая в интактных популяциях, 
Синергизм производных акридина, феноксазинов и аналог 
пенициллина автор испытывал в отношении 40 штаммов $5. ац- 
гецз, активно продуцировавших пенициллиназу (100,0 ЕД/10ю 
клеток). Оптимальные сочетания возникали пренмущественно 
при комбинировании суббактериостатических концентраций про- 
изводных акридина и В-лактамазочувствительных пеницилли- 
нов. Хороший эффект был получен при использовании в соче- 
таниях: акридина, риванола, акрифлавина, профлавина, акри- 
хина (эффективность 80,0—100,0%). При испытании комбинаций 
феноксазинов с В-лактамазочувствительными пенициллинами си- 
нергизм был выражен слабее, нежели при использовании акрь 
диновых красителей. 
Антистафилококковую химиотерапевтическую активность 
комбинаций антибиотиков и ингибиторов пенициллиназы автор 
изучал на модели, позволяющей наблюдать за патоморфологи- 
ческими изменениями, возникающими в органах животных 
в процессе размножения в них культуры $. айгецз. Факты, вы- 
явленные в химиотерапевтических экспериментах, показывают, 
что увеличение боковой цепочки молекулы акридина в положе- 
нии «9» приводит к повышению способности акридиновых соеди- 
нении оказывать синергидный эффект при комбинировании 
с В-лактамазочувствительными в отношении 
экспериментальной инфекции, вызванной 
лями. 


пенициллином в опытах на белых мы же поло 
К. > 


жительный эффект отмечен при комбинации сульфона бензил- 
пенициллина с бензилпенициллином в опытах на золотистых 
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хомячках. Автор предполагает, что при комбини 

пин, так Ве и в опытах ш уЙго, пенициллиназа ингиб 
уется сульфоном или сульфоксидом. Часть поп гиби- 
лококка остается незащищенной ( уляции стафи- 


- или мен - 
бактерицидного действия бензилп ее защищенной) от 


енициллина, чем 
ео й, И г 
няется меньшая пораженность подопытных Животных Не 


Уавитита © а]. (1973) испытали ряд ферментных ингиби- 
торов на их действие в отношении способности подавлять акти 
ность очищенной цефалоспорин-В-лактамазы. Фермент п Е 
рительно инкубировали в дистиллированной воде с а из 
ингибиторов в течение 10 мин при 30°С, а затем остаточную 
ферментную активность определяли с использованием в каче- 
стве субстрата 15 мМ цефазолина. Активность фермента почти 
полностью подавлялась 1,0 мМ йодом, 1,0 мМ п-хлор-ртуть-бен- 
зоатом (Р-СМВ). 

В опытах Д. П. Шраера (1975) изучено ингибирующее дей- 
ствие аналогов пенициллина и цефалоспоринов в отношении ка- 
талитического гидролиза В-лактамазой $. аигецз пенициллина- 
зочувствительных пенициллинов. 

В-Лактамазы ацетоновых препаратов обоих испытанных 
штаммов полностью тормозились использованными ингибито- 
рами при субстрате — бензилпенициллине. Несколько менее ак- 
тивным антипенициллиназным действием обладали метициллин 
и цефалексин (35—100 и 23—78% активности от контроля соот- 
ветственно). При использовании другого субстрата — ампицил- 
лина —ингибирующий эффект аналогов пенициллина и цефало- 
споринов оказался менее выраженным, чем при использовании 
бензилпенициллина и карбенициллина. Среди производных пе- 
нициллина активнее других ингибиторов был сульфоксид фе- 
ноксиметилпенициллина, а среди цефалоспоринов — цефалотин 
и цефалоридин. Наименьший тормозящий В-лактамазу эффект 
вызывал цефалексин. При использовании в качестве субстрата 
карбенициллина ингибирующий эффект аналогов пенициллина 
и цефалоспоринов был особенно ярким, что, вероятно, связано 
с большей устойчивостью карбенициллина к стафилококковой 
пенициллин ем бензилпенициллина. 

к ор среди производных пенициллина ао 
сид феноксиметилпиенициллина, а и о вхНбоВы 
‹ак наи 
ыы а и Наименее эффективным был цефа- 

иназы $. аигеи$. 
лексин. 


Было проведено из 
циллиназ из 5. аигеиз, 


рованной тера- 


учение подавления действия ряда пени- 
Вас. сегеиз и Е. сой не 
пенициллинов по карбоксилу, а также о "а 
производным пенициллина, содержащим на в тиазоли- 
тамное кольцо, но имеющими аи сйствием обладал 
диновом цикле. Наибольшим ингибирующим д в концентрации 
сульфоксид феноксиметилиенициллина. ак, ‚. 


10 мг/мл препарат тормозил действие м Е. сой на 
74%, Вас. сегеиз — 68%, 5. аигеиз мА о ругой ингибн. 
тор — дигомофеноксиметилпенициллин — также угнетал деве 
вие всех исследованных пенициллиназ. Что же касается мети. 
циллина, сульфоксидов гомофеноксиметилпенициллина и диа- 
зокетоновых производных пенициллина, то они оказывали 
влияние только на пенициллиназы некоторых спорообразующих 
микробов и не влияли на стафилококковую пенициллиназу. 

Дитиофеноксиметилпенициллин — вещество с расщепленным 
тиазолидиновым кольцом, но  сохранившее В-лактамное 
кольцо, также обладало некоторым ингибирующим действием. 
Замена карбоксильной группы в производных пенициллина на 
диазокетонную приводило к ингибированию пенициллиназной 
активности, в то время как введение в молекулу сложноэфир- 
ной группы такого эффекта не давало. 

Р. А. Макарова и С. М. Чайковская (1963), изучая ингиби- 
рующее влияние полусинтетических пенициллинов (метицил- 
лина, оксациллина, клоксациллина) и 6-аминопенициллановой 
кислоты на активность пенициллиназ клинических штаммов ста- 
филококка, Е. со, Вас, сегеиз, КЛерз1еПа, установили, что вели- 
чина ингибирующего действия полусинтетических пенициллинов 
на пенициллиназную активность была пропорциональна кон- 
центрации ингибитора. Полусинтетические пенициллины не ин- 
гибировали стафилококковую пенициллиназу. Авторами отме- 
чено, что в присутствии метициллина и оксациллина повышается 
чувствительность пенициллиназообразующих грамотрицатель- 
ных бактерий к бензилпенициллину и ампициллину. 

Каз её а|. (1967) поставили задачу изучить влияние окса- 
циллина, клоксациллина, диклоксациллина, цефалотина, цефа- 
лоридина, цефалоспорина С, тетрациклина, хлорамфеникола и 
линкомицина на инактивацию пенициллина @ пенициллиназой 
М. {иЪегси101$. К внеклеточной пенициллиназе микобактерий 
добавляли пенициллин С в сочетании с одним из взятых в опыт 
лекарственных веществ. и через 24—72 ч инкубации определяли 
содержание пенициллина в среде спектрофотометрическим мето: 
дом. Оксациллин, клоксациллин, диклоксациллин в концентра- 
ции 1—5 мкг/мл тормозили инактивацию пенициллина как 
ш ухо, так и в бесклеточном фильтрате, т. е. ингибировали ак- 
тивность внеклеточной пенициллиназы. Степень торможения за- 
висела от количества добавленных препаратов. Тетрациклин, 
хлорамфеникол, стрептомицин и линкомицин тормозили инак- 
тивацию пенициллина лишь шт \1уо, тогда как цефалотин, цефа- 
лоридин и цефалоспорин не оказывали существенного влияния. 

О сильном подавлении В-лактамаз с преимущественной 
цефалоспориназной активностью полусинтетическими пенинил- 
линами, особенно метициллином и клоксациллином, сообщают 
Сое еЁ а!. (1972), ЕИепите её а1. (1969), НапиЦоп-МШег её а1. 
(1965) и др. 
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В литературе приводятся также сведения 
действии на образование В-лактамаз различ И ^ 
ЕДТА (Сгозз еЁ а|., 1970), 8-азагуани а 
ноксида (Вгипз, 1973), темина и ре додецилполиэтиле- 
мистого этидия, окситетрациклина и о бро- 
паратов. рых других пре- 
Н. Н. о и И. М. Терешиным (1974) было прове- 
дено определение устойчивости 29 штаммов. кишечной : 
и 2 штаммов стифилококка к хлорамфениколу, из тм — 
способность вырабатывать фермент о о 
еразу и возможность корреляций между устойчивостью к хлор- 
амфениколу И хлорамфениколацетилтрансферазной активно- 
стью; были прослежены также условия проявления максималь- 
ной активности фермента и оценено влияние ряда антибиотиков 
и биологически активных веществ на образование хлорамфе- 
николацетилтрансферазы этими штаммами. В результате про- 
веденных исследований было обнаружено, что из 29 штаммов 
Е. сой 17 обладают хлорамфениколацетилтрансферазной актив- 
ностью, из них 13 штаммов имеют плазмидную природу рези- 
стентности. Они отличались высоким уровнем устойчивости 
к хлорамфениколу и вырабатывали хлорамфениколацетилтранс- 
феразу конститутивно. Д штамма Е. сой образовывали фермент 
только в результате индукции и обладали более низким уровнем 
устойчивости. Остальные штаммы фермента не вырабатывали 
и были чувствительны к антибиотику. Один штамм $. аигеиз 
0394 образовывал хлорамфениколацетилтрансферазу только 
в результате индукции и был устойчивым к 125 мкг/мл (при- 
роду резистентности штамма не исследовали). Другой штамм 
$. аигецз 209 фермента не вырабатывал и был чувствителен 
к антибиотику. . Е 
Чтобы убедиться в том, что В процессе энзиматической инак- 
тивации хлорамфеникола образуются ацетилированные про- 
дукты, был проведен щелочной гидролиз последних, в резуль 
тате которого наблюдалось восстановление биодогичесие к 
тивности хлорамфеникола В среднем на 70%. Кроме рае 
проведена экстракция ацетилированных ах и 
никола бензолом. Последний экстрагировал 80—9 % ацетили 
еникола. Результаты тонкослой- 
рованных производных хлорамф не ацетилироиз- 
ной хроматографии также подтвердили нал! 


водных хлорамфеникола. р 
Были ны вещества, подавляющие процесс инакти 


Й ес представ- 
абл. 23). Особый интер 
те | аствие в суббактериоста- 


ляет тот факт, что они оказывают дей 


ительной степени 
ыы тем самым В знач 
А. стойчивых К НИМ вариантов 


снижая возможность появления + 

чение 
бары о обеты бе рамфашиноля 6 прот 
з ых сочетани 
Ее | т И пенициллином. 
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Данные литературы о влиянии различных ингибиторов Е 
активность и синтез бактериальных ферментов, инактивиру, 
щих антибиотики, довольно многочисленны. 
Обнадеживающими оказались исследования, в которых вы. 
явлено ингибирующее действие производных трифенилметано, 
вого ряда на хлорамфениколацетилтрансферазу. При комбина. 
ции хлорамфеникола и основных трифенилметановых красить. 
лей наблюдался синергизм, если объектом исследования служил 


ТАБЛИЦА 33 


Влияние пенициллина, протамина гидрохлорида, экмолина и пентоксила 
на образование хлорамфениколацетилтрансферазы 


Пенициллин Протамина гидрохлорид 
Штамм СЯ Подавление, В Подавление, 

мкг/мл < мкг/мл ь 
ВО 2 2-95-50 0 10 51,2+1,96 
ГО: О 25 91,6=2,57 4 42,0—=1,96 
92861615" 0394 25 94,2—2,52 4 52,1-2,24 


Продолжение табл. 33 


Экмолин Пентоксил 
Штамм Концен- Концен- 
трация, Додавл ние трация, Подав ление 


мкг/мл ых 


мкг/мл 


С О 7 ор ьеве 10 40,2+2,52 | 25—50 0 
ЕСО КЕ инь 5 32,0=2,52 4 0 
‚ аигеиз 0394 ....... 5 37,6=2,24 4 22,4—2,57 


резистентный к хлорамфениколу штамм Е. сой, причиной 
резистентности которого являлся ацетилирующий антибиотик 
фермент (ТапаКа ей а1., 1971). Рост данного штамма слабо по- 
давлялся хлорамфениколом в концентрации до 100 мкг/мл и 
красителями в концентрации 2—5 мкг/мл. Однако при совмест- 
ном использовании хлорамфеникола (60 мкг/мл) и кристалли- 
ческого фиолетового (2 мкг/мл) наблюдали полное подавление 
роста. В случае чувствительного к хлорамфениколу штамма 
Е. сой синергизма при совместном применении красителя и 
хлорамфеникола не наблюдали. В бесклеточной ферментной си- 
стеме из Е. со| образование ацетилированного хлорамфеникола 
было почти полностью подавлено кристаллическим фиолетовым 
в концентрации 9 мкг/мл. ь 

Представляют ‘интерес данные о подавлении активности 


 хлорамфениколацетилтрансферазы АТФ и АДФ, что было по- 


казано в опытах с ферментом из Е. со, А+. АТФ и АДФ 


122 


давление, 
% с. 


в концентрации 5 мМ тормозили активность фермента, конкури- 
> : 


руя, правда, не с хлорамфениколом, а с КоА. Пирофосфат, аде- 
ноЗИН и 5-АМФ не влияли на ацетилирование хлорамфеникола, 
а УТФ, ГТФ и ЦТФ подавляли этот процесс слабо по сравне- 
нию с АТФ. В опытах со штаммами Е. со! инактивация канами- 
цина на 80—95% достигалась при добавлении АТФ в количе- 
стве 18 мкмоль на пробу. Уменьшение содержания АТФ в ре- 
акционной смеси в 2 раза сопровождалось пропорциональным 
снижением количества инактивированного антибиотика. Для 
инактивации того же количества неомицина, как правило, тре- 
бовались меньшие количества АТФ. Инактивация на 60—90% 
отмечалась при внесении в реакционную смесь 9. мкмоль АТФ. 
При проведении реакции в присутствии 2,25 мкмоль АТФ на 
пробу инактивировалось не более 20% - антибиотика. Что. ка- 
сается влияния некоторых энзиматических ядов на инактива- 
цию канамицина и неомицина бесклеточными препаратами из 
штаммов Е. соЙ, то было установлено, что МаМ№ в концентра- 
ции 0,1 М, МаЕ — 0,05 М, МаАзО, — 0;002 М и Но. — 0,04 М 
не оказывали заметного действия на инактивацию антибиоти- 
ков. Значительного ингибирования реакций инактивации не на- 
блюдалось и при увеличении указанной выше концентрации 
ингибиторов в 5 раз. МаМ№ и МаАзО; были практически неак- 
тивны. МаЕ несколько подавлял инактивацию антибиотиков: 
‘неомицина инактивировалось на 20—23% меньше, чем в кон- 
троле, канамицина — на 17—40%. Не] не подавлял инактива- 
ции канамицина при использовании в качестве источника эн- 
зима Е. сой 189, при использовании энзима_из Е. соН 886 инак- 
тивация канамицина была подавлена на 244: Влияние _Нэ 
на инактивацию неомицина’ испытать не удалось, так как этот 
реагент сильно подавлял рост Вас. зиБИИз 633-тест-организма 
при биологическом титровании (А. С. Демина, 1973). 
Заканчивая эту главу, можно сделать вывод, что изучение 
уеханизма антибактериального действия представляет собой 
рациональную основу Для направленного подбора химиотера- 
певтических препаратов, биологически активных веществ _и-хи- 
мических соединений, которые при условии отсутствия или-низ- 
" токсичности. могут, оказаться полезными в ‘борьбе:с устой- 
кой токе оорганизмов к антибиотикам. `Более того, при- 
ЧивостЬЮ ны пы позволяют наметить определенные пути 
рр: неся ЕР новых веществ или модификации -моле- 
ара соединений, которые обладали бы: высокой 
В а ательного воздействия на структуры, -ответетвен- 
ры нано: Использование таких лекарственных 
ные за а дня является уже не только теоретически _воз- 
препаратов о меннтельно к.полусинтелическим ленициаяи- 
Е: утибиторам .В-лактамаз. осуществляется. на: практике. 
Ч пепбоси отражены в следующей лаве, 2 - 


Глава У 


си 
ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ И ПРЕОДОЛЕНИЕ елиЗ 
РЕЗИСТЕНТНОСТИ БАКТЕРИЙ ы 8 
К АНТИБИОТИКАМ В КЛИНИЧЕСКОЙ ПРАКТИКЕ робе? 
Приведенные в предыдущих главах материалы отражают мм 
и поиск методов борьбы с устойчивостью микроорта. го _ 
аи ! анных на изучении интим й 
низмов к антибиотикам, основ к ) НХ ни 
механизмов этого явления; однако, как бы интересны и пере. кли 
пективны ни были эти исследования, практическое использова. «овал 
ние выявленных закономерностей и приемов остается проблемой оресйе озда! 
завтрашнего дня. В силу различных причин, детально оговорен. а 
ных выше, препараты, предложенные для подавления резистент. хднобР олуч 
ности бактерий к антибиотикам или процессов межклеточной = 65 
передачи генетического материала, ответственного за данный ных С ИЗ 
признак, могут в большинстве случаев быть применены только действИЯ» 
в эксперименте. Для клинической практики чаще всего они или __ син 
вообще не пригодны, или лечение ими требует большой осто- ностью ПО 
рожности и не может быть таким широким, как это опреде- О 
ляется ситуацией сегодняшнего дня. оскими И 
Последнее обстоятельство — повсеместное распространение Ч теств 
устойчивых к длительно применяемым в медицине противомик- В 
робным веществам возбудителей заболеваний человека — побу- по сра 
дило использовать иные пути преодоления резистентности, по- ными поле 
рой более дорогостоящие и менее рациональные, но сегодня Среди | 
несомненно эффективные. К ним можно отнести следующие: их практи: 
— изыскание новых антибиотиков, активных в отношении званы пол 
устойчивых штаммов микроорганизмов; структурн 
— получение на основе химической трансформации «ста- бензилпен 
рых» или малоактивных антибиотиков таких препаратов, кото- (-АПК) 
рые действуют на устойчивые к исходным веществам бактерии; пинсона 
— создание препаратов или лекарственных форм, дающих АПК 
возможность повысить концентрацию антибиотика в организме во п д 
человека: ом 6 ол 
— сочетанное применение антибиотиков; Ще Окс 
— применение антибиотиков вместе с другими биологически т ИЗ и 
активными веществами. лучен 
Естественно, что первоосновой борьбы с устойчивостью мик- ДНЯ, 
роорганизмов остается строгое соблюдение принципов антибио- Все. 
тикотерапии; это безусловно, но освещение этой большой про- В АЛИНИ 
блемы не является задачей настоящей монографии, и она будет (С. М. 
затронута только в аспекте обсуждаемого вопроса. к ` 
реодоление резистентности бактерий путем использования хе 
для лечения больных новых антибиотиков или антибиотических у 
препаратов, полученных на основе химической трансформации ты 
и отличающихся оригинальными противобактериальными свой- “ох 
ствами, является наиболее распространенным и пока наиболее тд 
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эффективным приемом. Верно, последние 10—15 лет роль новых 
антибиотиков в борьбе с бактериальными инфекциями значи- 
тельно уменьшилась (находка перспективного антибиотика 
стала сравнительно редким явлением), зато резко возросло зна- 
чение полусинтетических антибиотических препаратов. Можно 
без преувеличения сказать, что с середины 60-х годов современ- 
ная медицина переживает эпоху направленного изменения про- 
тивомикробных свойств антибиотиков на основе химической 
трансформации их молекулы. Объектами наиболее интенсивного 
и полезного изучения в этом плане явились пенициллины, цефа- 
лоспорины, аминогликозиды, рифамицины, а также линкомицин, 
тетрациклины и некоторые другие антибиотики. Работа с ними 
преследовала решение следующих задач: 

-— создание препаратов, активных в отношении штаммов, 
приобретших устойчивость к исходному антибиотику; 

— получение на основе старых антибиотиков их производ- 
ных с измененным (обычно в сторону расширения) спектром 
действия; 

— синтез препаратов с большей противомикробной актив- 
ностью по сравнению с активностью исходного вещества; 

— получение антибиотиков с улучшенными биофармацевти- 
ческими и фармакокинетическими свойствами. 

Естественно, что в ряде случаев новое вещество обладает 
по сравнению с исходным не одним, а несколькими отличитель- 
ными полезными свойствами. 

Среди перечисленных антибиотиков сегодня, с точки зрения 
их практической значимости, прежде всего должны быть на- 
званы полусинтетические пенициллины. Известно, что основным 
структурным выражением молекулы пенициллинов, в том числе 
бензилпенициллина, является б6-аминопенициллановая кислота 
(6-АПК), впервые выделенная в 1957 году в лаборатории Ро- 
линсона (Англия). От момента появления первых производных 
6-АПК до настоящего времени синтезировано большое количе- 
ство полусинтетических пенициллинов, отличающихся радика- 
лом боковой цепи (по аминогруппе в шестом положении). Мно- 
тие из них (более 25) нашли применение в клинике. Процесс 
получения новых производных продолжается до сегодняшнего 
В полусинтетические пенициллины, нашедшие применение 
в клинической практике, можно разделить на 3 основные группы 

(С. М. Наваший, И. П. Фомина, 19746): г 
— устойчивые к действию стафилококковой В-лактамазы; 


— широкого спектра действия; 
— устойчивые в кислой среде (в том числе в кислом желу- 
содержимом). . 
и  оеодоления устойчивости микроорганизмов к антибио- 
В аибольшее Значение имеют пеницаллины первой и вто- 
ОЙ групп (следует учитывать, что среди них многие стабильны 


формально могли бы быть отнесены т 


[> 


в кислой среде, т. 


к третьей группе). : 
К Ниро тлиназоустойчивым пенициллинам относятся мети. 


циллин, оксациллин, клоксациллины (среди последних диклок. 
сациллин нашел применение в отечественной Вне кои ира 
тике) и др. Они наиболее широко используются сегодня для 
борьбы со стафилококковои инфекцией, вызванной устойчивыми 
к пенициллину штаммами, особенно в тех случаях, когда забо- 
левание протекает наиболее тяжело. Характеристика этих пре- 
паратов детально изложена в ряде опубликованных ранее работ 
(Норрег е# а|., 1963; Спа, 1966; С. М. Навашин, 1968; И. П. Фо- 
мина и др., 1971; А. Н. Климов, 1973; С. М. Навашин, И. П. Фо- 
мина, 1974а, 6, и др.). Суммируя, можно выделить следующие 
основные свойства этих антибиотиков: 

— спектр их действия сходен со спектром действия бензил- 
пенициллина, но они устойчивы к стафилококковой В-лактамазе, 
что определяет их активность в отношении стафилококков, 
устойчивых к пенициллину; 

— при прочих равных условиях, в том числе при действин 
на чувствительные к пенициллину стафилококки, они в 4—16 раз 
‚менее активны, чем бензилпенициллин; 

ы : — пенициллиназоустойчивые пенициллины обладают бакте- 

рицидным типом действия; 

— они, как и пенициллин, могут быть отнесены к малоток- 

сичным антибиотикам, что позволяет использовать большие 
‚ Дозы препаратов; ° | 
‚:— оксаниллин и клоксациллины устойчивы к действию -кнс- 
лого желудочного содержимого и всасываются из кишечника, 
что позволяет использовать их не только как парентерально 
вводимые препараты, но и в виде лекарственных форм для 
приема через рот; : 

— как и все пенициллины, они сравнительно быстро выво- 
дятся из организма преимущественно почками, однако повтор- 
ные введения позволяют поддерживать лечебные концентрации 
в организме, 

‚= Перечень заболеваний, при которых пенициллиназоустойчи- 
вые пенициллины были с успехом использованы, достаточно ве- 
лик. По сути дела всякий патологический процесс, в этиологии 
которого доминирующим. фактором является стафилококк, ус- 
: поичивый к пенициллину, -служит показанием для их назначе- 
_ _ НИЯ, если, естественно, нет противопоказаний (например, аллер- 
_ _ Гияжменициллинам и.др.:). с: _ 
о ао ако уместно вновь вернуться к материалам главы Т, где 
- ых ла отмечена возможность распространения так называемых 
метициллинрезистентных стафилококков. Если. в. первые: тоды 
применения полусинтетических пенициллинов. их число меспре- 
ало-1 %: то тдельных сообщениях последних лет отме- 
. возможность. более -частого выделения подобных штаммов 


(до 30%). Устойчивость к метициллину обычно нараста 

раллельно с устойчивостью к другим я ибиотакам в та 
Значение отмеченного факта для практики вряд пи < ие 
личивать. Тем не менее он свидетельствует в пользу т 
клиническое применение пенициллиназоустойчивых в 
нов не исключает необходимости определения чувствительности 
стафилококков к антибиотикам, в том числе к пе! ициллинам 
Важное место в терапии многих заболеваний бактериальной 
природы заняли полусинтетические пенициллины широкого 


спектра действия. Среди них основными являются ампициллин 
и карбенициллин; другие препараты этой группы преимущест- 
венно отличаются по некоторым фармакологическим и фарма- 


кокинетическим характеристикам, но близки к двум названным 
пенициллинам по противомикробной активности. Ампициллин 
(аминобензилпенициллин), один из первых полусинтетических 
пенициллинов, полученный в 1961 году, активен в отношении 
стафилококков, чувствительных к пенициллину, цепочковых 
кокков, нейсерий, клостридий; кроме того, и в этом его принци- 
пиальная особенность, он подавляет размножение и жизнеспо- 
собность ряда грамотрицательных бактерий — эшерихий, клеб- 
сиелл, сальмонелл, шигелл, некоторых видов протеев и др. 
Карбенициллин также активен в отношении перечисленных МИК- 
роорганизмов, хотя его Подавляющие концентрации несколько 
большие, чем у ампициллина. Однако он обладает серьезным 
преимуществом, поскольку к нему чувствительно около 50% 
штаммов Р. аегистоза, а в ряде случаев культуры индолобра- 
зующих протеев. Е 
Полусинтетические пенициллины широкого спектра действия, 
как и другие пенициллины, отличаются сравнительно низкой 
токсичностью, почему при тяжелых септических процессах до- 
пустимо применение весьма больших доз (например, при сине- 
тнойном сепсисе карбенициллин назначают по 40—70 г в сутки). 
По характеру действия они бактерицидны; для поддержания 
лечебных концентраций в организме требуются повторные их 
введения в течение суток (обычно не менее 3—4). 
'Ампициллин сравнительно устойчив к действию кислого же- 
о, почему его используют в виде орально 
лудочного содержимого, 6 
й лекарственной формы. Для лечения тяжелых заболе- 
вводимой зе ллин обычно вводят парентерально. Карбеницил- 
ваний ами я при низких показателях РН, поэтому его при- 
ЗЕ Рае ентерально. Однако в настоящее время син- 
м ЗО линически апробирован ряд производных обоих 
те отличающихся высокой стабильностью в кислой 
= также большей резорбтивной способностью (Зеп$ь — 
1974). т противобактериального действия и чувствительность 
то овой В-лактамазе определили показания к приме- 


- кокк 
= а ии пициллина и карбенциллина в клинике. Ампициллин 
не 
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имеет большое значение прежде всего ре | вызван. 
‹ ымн бактериями, особенно эшерихиями 
ных грамотрицательн . которых определяет? 
а также при заболеваниях, этиология которы? ляется 
О й. Отсюда высокая эффективность ампицил. 
смешанной флорой. с ‹ как следствие остры 
лина при перитонитах, возникающих ка : Е о Хи- 
рургических заболеваний органов живота или как осложнение 
после обширных операций на кишечнике, когда в патологиче- 
ском материале обычно доминируют кишечная палочка, энтеро- 
кокк, клостридии. Этим же определяется значимость ампицил- 
лина для терапии холециститов, холецистохолангитов и заболе- 
ваний мочевыводящих путей, в этиологии которых важное место 
занимают грамотрицательные бактерии и т. д. В последние 
годы наметилась отчетливая тенденция к предпочтительному 
использованию ампициллина для лечения менингитов, поскольку 
к нему чувствительны все наиболее частые возбудители менин- 
гита — пневмококки, менингококки и палочка инфлюэнцы. 
Карбенициллин может быть использован по тем же показа- 
ниям, что и ампициллин. Однако он представляет несомненную 
ценность прежде всего для борьбы с синегнойной инфекцией. 
По сути дела он единственный малотоксичный антибиотик, при- 
годный для этой цели. Хотя палочка синезеленого гноя чувстви- 
тельна к полимиксинам и к некоторым аминогликозидам, пов- 
реждающее действие этих антибиотиков на органы слуха и 
почки человека значительно ограничивает возможность их си- 
стематического длительного использования, особенно в больших 
дозах. В то же время карбенициллин и некоторые сходные 
с ним по строению и спектру производные 6-АПК отличаются 
малой токсичностью, почему, как уже отмечалось, при отсут- 
ствии противопоказаний возможно их применение в очень боль- 
ших дозах. 
Теперь, после того как дан обзор основных свойств полусин- 
тетических производных 6-АПК, вновь целесообразно подчерк- 
нуть возможности изменения медико-биологических 


характери- 
стик пенициллина путем химической трансформации его моле- 
кулы. Как уже подчеркивалось, все пенициллины отличаются 


только структурой’ бокового радикала; если он представляет 
собой феноксиметил, то пенициллин становится стабилен в кис- 
лой среде; замена его на 2,6-диметоксифенил позволяет анти- 
биотику приобрести устойчивость к действию пенициллиназы; 
введение в молекулу 6-АПК 3-хлорфенил-5-метил-4-изоксазо- 
лила делает пенициллин устойчивым и к кислой среде, и к пе- 
нициллиназе; альфа-аминобензиловый радикал превращает пе- 
нициллин в антибиотик широкого спектра действия, устойчивый 
при кислых показателях рН, но чувствительный к пеницилли- 
назе; а-карбоксибензил также позволяет получить пенициллин 
широкого спектра действия, активный в отношении псевдомо- 
над, но разрушающийся в кислой среде, однако индонилкарбок- 
сибензилпенициллин стабилен при кислых значениях рН ит. д. 
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к, при- 
увстви- 
м, пов- 
туха и 
их си- 
›льших 
ходные 
чаются 
отсут- 
ь боль- 


лусин- 
дчерк- 
ктери- 


Подобный же метод использован су 
) . спехом для получения 
другой группы эффективных и 


цефалоспоринов, которые по 
цефалоспорина С или 7-амин 


практике используют бо- 
физико-химические и медико- 
ости которых изложены в многочислен- 
ных публикациях (РЬИзоп. е# а|., 1964; Негтапз е! а1., 1965; 
ОН еЁ а|., 1967; ПуаКоз еЁ а|., 1970; Миа е1 а|., 1970; А.Н. Кли- 
мов, 1973; Зепз1, 1974; Натюп-МШег еЁ а|., 1974; Саггоа, 
1974) и др. 

Для борьбы с микробной флорой, устойчивой к антибиоти- 
кам, длительно используемым в медицинской практике, оче- 
видно, прежде всего важны такие их свойства, как широкий 
противомикробный спектр действия и устойчивость к стафило- 
коковой В-лактамазе (известно, что цефалоспорины, как и пе- 
нициллины, имеют в молекуле В-лактамное кольцо). Спектр 
действия цефалоспоринов включает стафилококки, цепочковые 
кокки, клостридии, нейсерии, эшерихни, некоторые капсульные 
бактерии, бактероиды. Различают среди цефалоспоринов ста- 
бильные и не стабильные в кислом желудочном содержимом, 
почему цефалоридин и цефалотин вводят только парентерально, 
а цефалексин и цефалоглицин — через рот. Чувствительность. 
микробов к цефалоспориновым антибиотикам весьма отлична. 
Например, МПК первых двух названных препаратов для подав- 
ляющего большинства бактериальных культур в 2—8 раз 
меньше МПК двух других. Сравнение активности наиболее дли- 
тельно применяемого в клинической практике цефалотина с дей- 
ствием цефамандола, цефатризина и цефокситина показало, что 
МПК последних для энтеробактерий, в том числе устойчивых 
к цефалотину, были в 8—32 раза меньшими и что реально по- 
лучение таких производных 7-АПК, которые действовали бы 
на резистентные к другим цефалоспоринам штаммы ([.е\/з 
@{ а|., 1976). А 

Накоплен большой опыт применения цефалоспоринов в кли- 
нике; достаточно широко эффективность цефалоридина изучена 
в нашей стране. Полученные данные позволяют положительно 
оценить лечебные свойства этой группы антибиотиков. Широкий 
спектр и бактерицидный характер действия, относительно низ- 
кая токсичность, сравнительно узкий круг противопоказаний 
к применению определили значительный интерес к ним врачей. 
В то же время несомненно, что предстоит еще большая работа, 
прежде чем среди уже очень большого круга В-лактамных 
фе.  биотиков применяемых в клинике, удастся выявить наибо- 
Зин нальные по сочетанию противомикробных, токсиген- 
лее Ра рармакологических свойств. Для обсуждаемой темы 
В ни сам факт пластичности молекулы цефалоспоринов. 


11/55 И. М. Терешин и 


2 группировки (Зепз1, 1974) 
‹ула 7- имеет 3 активные г] с 
Молекула 7-АЦК к каждой из них позволяет 


‹ ктур 
Присоединение различных структу ни. 
жать вещество с новыми свойствами, среди которых могут 


быть интересные в научном и а ры и. 
отношении. Следует согласиться с мнением тех исследователей, 
которые полагают, что возможности модификации В-лактамных 
антибиотиков еще далеко не исчерпаны. ® 

Другой, чрезвычайно интересной группой антибиотиков, про- 
тивомикробное действие которых зависит от изменении опреде- 
ленных структурных единиц молекулы, являются рифамицины. 
Исходный антибиотик рифамицин В малоактивен по противо- 
микробным свойствам. Однако он легко окисляется в активный 
рифамицин О, последний гидролизуется в рифамицин С, из ко- 
торого восстановлением получают рифамицин СВ. Этот анти- 
биотик применяют в клинике. Из рифамицина СВ путем хими- 
ческой трансформации получают 3- (4-метил-1-пиперацинил-ими- 
нометил)-рифамицин СВ, широко известный как рифампицин 
(бенемицин, римактан, рифадин). По механизму ‘своего противо- 
бактериального действия рифамицины существенно отличаются 
от остальных антибиотиков: они угнетают синтез внутриклеточ- 
ного белка, блокируя процесс транскрипции благодаря связы- 
ванию с ДНК-зависимой РНК-полимеразой. Своеобразно, что 
подобное действие проявляется только в отношении фермента 
прокариотов. 

Рифамицин СВ активен главным образом в отношении грам- 
положительных бактерий (стафилококков, стрептококков, пнев- 
мококков, клостридий и др.) и грамотрицательных диплокок- 
ков. Энтерококки гетерогенны по чувствительности к антибио- 
тику. Рифамицин СВ угнетает размножение микобактерий 
туберкулеза, причем многие штаммы чувствительны к малым 
его концентрациям (менее | мкг/мл). 

Полусинтетическое производное рифамицина СВ, рифампи- 
цин, является антибиотиком широкого спектра действия. К нему 
чувствительны стафилококки, стрептококки, нейсерии, пневмо- 
кокки, клостридии, эшерихии, многие штаммы клебсиелл, от- 
дельные культуры других грамотрицательных бактерий. Подав- 
ляющие концентрации рифампицина для микобактерий туберку- 
леза измеряются десятыми и сотыми долями микрограмма. 
К нему чувствителен возбудитель проказы. 

В настоящее время накоплен большой объем эксперимен- 


личными видами микроорганизмов, в том числе устойчивыми 
к ряду других антибиотиков (Вегхашиы её а1., 1965; РаПапха е{ 
а1., 1965; Кпизе|, 1968; ВысКпег, 1969; В1т4а е{ а|., 1971; Зсено- 
пей её а1., 1972; В. А. Шорин, С. П. Шаповалова, 1974, и др.). 
Рифамицин СВ в силу его нестабильности в кислом желудочном 
содержимом применяют парентерально; рифампицин не разру- 


ГВ =... № - 


ся желу ‹ 
“. ‚ем и соком, поэтому его преимущественно вво- 
ть имеются препараты и для п 
т О репар д арентерального 
к Среди рифа 
й, рик р фамицинов наибольшего внимания несомненно за- 
ы слу рифампицин, обладающий рядом интересных и важ- 
ных в практическом отношении свойств, в том числе: 
— ши й 
к, - ротой противобактериального спектра действия, вклю- 
— чая активность в отношении микобактерий; 
‚ — способностью хорошо всасываться из желудочно-кишеч- 
". ного тракта и длительно (до 24—48 ч после однократного . 
‚. приема) поддерживать лечебные концентрации в крови; 
,. — малой токсичностью; только печень в силу того, что анти- 


Е биотик выводится из организма преимущественно с желчью, 
при длительном использовании его больших доз относительно 
часто (но не более чем в 1,5% наблюдений) дает обратимое 


я нарушение функций, быстро проходящее после отмены прена- 
рата; 


о- — несомненной эффективностью при процессах, вызванных 
ся чувствительной к рифампицину флорой. р 
ч- Рифамицин СВ и рифампицин нашли широкое применение 
ы- при инфекциях нетуберкулезной природы, однако особое значе- 
то ние придается рифампицину как средству терапии туберкулеза 
та человека. Для этого имеется много предпосылок, включая чув- 
ствительность возбудителя, возможность длительного введения 
м- без риска вызвать серьезные необратимые изменения в органах, 
`В- достижимость лечебных концентраций при приеме препарата 
эк-. один раз в день или даже один раз в два дня, оральный путь 
то- введения, хорошая переносимость, совместимость с другими 
ий противотуберкулезными лекарственными веществами и Др. 
Вместе с тем отмечено, что в процессе терапии возможно быст- 
" рое появление рифамициноустойчивых штаммов; это резко сни- 
= жало эффективность антибиотика. В. отдельных сообщениях 
р показана возможность появления устойчивых вариантов тубер- 
му кулезной палочки и других микроорганизмов уже в течение 
ио- первой недели лечения рифампицином. Подобное обстоятель- 
от ство является серьезным основанием для строго ограниченного, 
аВ- продуманного использования антибиотика, особенно при тера- 
КУ пии нетуберкулезных процессов. Таким образом, рифамицины 
да. также дают интересный пример возможности радикального из- 
менения свойств антибиотика путем химической`трансформации 
5н-. его молекулы; свойства изменялись в направлении от неактив- 
ой ного препарата (рифамицин В) к антибиотику широкого спектра 
а3- действия, обладающего своеобразными фармакокинетическими 
ми а механизма действия рифамицинов, их актив- 
к ое ношении крупных вирусов побудили ученых направ- 
ро” ды о. такие производные антибиотики, которые обла- 
« ыы Е противовирусным и противоопухолевым действием, 
<) 
ру 5% Е: 


в частности путем блокады обратной ПЕНЬ Очевид- 
ная теоретическая предпосылка такой о а. в на- 
стоящее время подкреплена определенными экс ники: — 
ными данными, полученными на основе испытаний некоторото 
числа новых препаратов. Однако практическая оценка их при- 
надлежит будущему. 

Аминогликозидные антибиотики являются объектом система- 
тического изучения. Ведется поиск новых антибиотиков этой 
группы; синтезируются многочисленные препараты на основе 
уже известных. Эти работы преследуют две основные цели: по- 
лучение лекарственных веществ, активных в отношении штам- 
мов, резистентных к аминогликозидам, и снижение токсиген- 
ности антибиотиков: их ототоксическое и нефротоксическое дей- 
ствие резко сужает возможность клинического использования. 
Успехи в изыскании или синтезе малотоксичных препаратов 
пока оказались скромными, и обсуждение этих материалов 
в настоящей работе не целесообразно. Значительно больше сде- 
лано в области получения аминогликозидных антибиотиков, 
отличающихся высокой активностью и способностью подавлять 
некоторые виды микроорганизмов, которые были устойчивы 
к другим препаратам этой группы. 

В отечественной клинической практике к настоящему вре- 
мени нашли применение неомицин В, который в силу его ото- 
токсичности обычно применяют только местно или через рот 
(препарат практически не всасывается из желудочно-кишеч- 
ного тракта), мономицин, канамицин, гентамицин и стрептоми- 
цин, применяемые внутримышечно, внутрь или местно. Спектр 
действия перечисленных антибиотиков практически сходен; 
основное их преимущество перед многими другими антибиоти- 
ками заключено в активности в отношении многих грамотрица- 
тельных бактерий: эшерихий, клебсиелл, сальмонелл, протеев 
(индолотрицательных и применительно к половине штаммов 
индолположительных) и др. Особо выделяют гентамицин, к ко- 
торому чувствительны многие штаммы палочки синезеленого 
гноя. Проблемой последних лет стал рост числа устойчивых 
к перечисленным антибиотикам штаммов. Поскольку существует 
перекрестная устойчивость к аминогликозидам, определяемая 
общим механизмом их энзиматической инактивации, была по- 
ставлена во многом решенная задача найти или синтезировать 
такие вещества, которые, сохранив противомикробные свойства 
аминогликозидов, были бы устойчивы к действию ферментов. 
Среди интересных и перспективных заслуживают упоминания 
тобрамицин, амикацин, сизомицин; из них амикацин является 
продуктом химической трансформации 2-дезоксистрептамина 
канамицина. 

Известно, что инактивация канамицинов А, ВиСЕ. со, не- 
сущей К-фактор, и устойчивыми Рзеидотопаз обусловлена спе- 
цифическим энзиматическим фосфорилированием антибиотиков 
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неаминс 
4'.О0-ме 
КСИЛЬНС 


ние ак] 
е3.0- 


при С-3-гидроксильной 
> 6-днамино-2 6-дидезокси В. жк 6-амино-6-дезокси-О-глюкозы, 
глюкозы соответственно а: ыа о 
штаммы резистентных к канамицину Е а1., 1971). Некоторые 
намицин А в результате энзи у Е. соЙ инактивируют ка- 
аминогруппы 6-амино-6-дезок о №-ацетилирования 
е{ а1., 1967а). Актив окси-О-глюкозной части (Ошегауа 
мино.2.6-дидезокси--глю канамицина В, содержащего 2,6-диа- 
Е: -глюкозу, значительно снижается вслед- 
Е На матического № -ацетилирования. Функцио- 
гидроксильной группы канамицинов оказывает 
решающее воздействие на антибактериальн 
по те | тер ую активность анти- 
азано, что 3’-О-метилканамицин почти лишен анти- 
бактериальной активности (Отеза\уа её а1., 1972). Это позво- 
п маскировка С-3’-гидроксила может ока- 
Ц для связывания антибиотика. с рибосомами 
бактерий. В связи с этим был синтезирован 3’-дезоксиканами- 
цин А, в котором О-3’-гидроксильная группа заменена водоро- 
дом. Было найдено, что это синтетическое дезоксипроизводное 
канамицина А обладает антибактериальной активностью, сход- 
ной с таковой исходного антибиотика, и, кроме того, оказывает 
заметное ингибирующее действие на резистентные бактерии 
(Оттехама её а|., 1971; Отеза\ма её а|., 1972). 

Сходная тенденция наблюдалась и в случае с 3’-О-метил- 
неамином. Сравнение активности 3’-О-метилнеамина с таковой 
4’-О-метилнеамина обнаружило, что блокирование С-4”-гидро- 
ксильной группы метилом также вызывает значительное сниже- 
ние активности, но оно было меньше наблюдаемого в случае 
с 3/-О-метилнеамином. К тому же блокировка С-4’-гидроксила 
не приводила к проявлению какой-либо активности в отношении 
устойчивых со, тогда как 3’-О-метилнеамин становился 
слегка активным против резистентных бактерий (Отерама ей а!., 
1972). . 

Далее, Чтеза\а е а|. (1972) разработали химический -_ 
тод удаления С-3/- и С-4’-гидроксильных рен канамицине 
через диметилпроизводное, которое при обработке йодистым 
натрием и цинковой ПЫЛЬЮ В диметилформамиде дает ненасы- 
щенное производное (Оллега\а е{ а|., 1971). Последующее гид- 

а затем деблокировка привели к образованию 3’, 4/- 
рирование, ицина Этот полусинтетический антибиотик 
дидезоксиканам тибактериальную активность в отношении 
показал рии включая несущих К-фактор Е. соН и 
резистентных 0%^".7 ценасыщенный канамицин В также пока- 
Р. аегие!10за. ®,› 
зал ДОВОЛЬНО но ненасыщение вызывало общее сни- 
бактериальной активности. 3’, 4”-Дидезоксинеамин, 
из неамина В результате аналогичной последова- 


тельности реакций, . та 


устойчивых бактерий. 
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Производное канамицина, названное ВВ-КВ или амикацин, 
(Коуата её а1., 1968), было получено из канамицина А посред- 
ством С-!-ацилирования с использованием Г. (-) -4-амино-2-окси- 
масляной кислоты (НАВА), аминокислотного заместителя бути- 
розина и оказалось активным против различных штаммов рези- 
стентных и чувствительных бактерий. 

6’М-Метилканамицин и 3’4”-дидезокси-6’-М-метилканами- 
цин В, полученные Отегауа её а|. (1972), продемонстрировали 
активность в отношении резистентных бактерий, образующих 
вышеуказанный М-ацетилирующий фермент. 

Открытие бактериального антибиотического комплекса бути- 
розина, ацилированного производного рибостамицина или его 
ксилолилового изомера, позволило говорить о новом типе хими- 
ческой модификации аминогликозидных антибиотиков. Сравне- 
ние бутирозина с рибостамицином показывает, что ацилирова- 
ние рибостамицина {1 (-)-у-амино-а-оксимасляной кислотой 
(Г-НАВА) при С-1-аминогруппе дезоксистрептаминовой части 
обеспечивает получение более эффективного антибиотика, по- 
давляющего некоторые микроорганизмы, устойчивые к амино- 
гликозидным антибиотикам. 

На основе знания энзиматических механизмов устойчи- 
вости можно предсказать структуру соединений, не претерпе- 
вающих ферментного расщепления. Например, удаление 3’-гид- 
роксильной группы дало в результате эффективные соединения: 
3’-дезоксиканамицин А (Отеза\ма её а[., 1971) , 3’-дезоксиканами- 
цин В (ТаКар1 её а|., 1973), 3’-дезоксирибостамицин (Ше4а е{ а1., 
1973Ь), 3’, 4’-дидезоксиканамицин В (Отехама её а1|., 1971), 
3’, 4’-дидезокси-6”-М-метилканамицин (Отехама её а|., 1972), 
3’, 4’-дидезоксирибостамицин (Отега\ма ей а1., 1972), 3, 4’-ди- 
Ддезоксибутирозин В (Щеа е{ а|., 1973а) и 3,, 4’-дидезоксинеа- 
мин (Отеха\уга её а1., 1972), которые обладают антибактериаль- 
ной активностью’ и ингибируют резистентные организмы, обра- 
зующие канамицин-неомицин-фосфотрансферазы. 

Как отмечали ПДаше!$ е{ а|. (1974), удаление из гентами- 
цина С2”-гидроксильной группы дает производное, устойчивое 
К действию гентамицин-канамициновой нуклеотидилтрансфе- 
разы и подавляющее резистентные микроорганизмы. 

Из производных ливидомицина наиболее интересную актив- 
ность, выражающуюся в ингибировании некоторых резистент- 
ных штаммов Р. аегиз1тоза, проявляет 6’-амино-6’-дезоксиливи- 
домицин В (3’-дезоксинеомицин В). 

Таким образом, химическая трансформация аминогликозид- 
ных антибиотиков, направленная на преодоление энзиматиче- 
ских механизмов устойчивости, дает активные соединения, по- 
лезные для борьбы с резистентными штаммами. 

Чем характерны медико-биологические свойства природных 
и полученных путем полусинтеза аминогликозидных антибиоти- 
ков? Наиболее детально изучен тобрамицин, опыт его экспери- 
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ментального и клинического испо 
Спектр деиствия препа 
антибиотиков этой группы, одн 
псевдомонад, в том числе устой 
о и - концен 
от 0,25 до 1,5 мкг/мл, чт 

ций, которые ДоСтижимы В КО меньше тех концентра- 
лечебных доз антибиотика. МПК тобрами 
видов микроорганизмов существ 
показателя неомицина и гента 
перекрестной устойчивости кт 


цина для других 
енно не отличаются от этого же 
о Мнения о возможности 
обрамицину и другим аминогли- 
козидам противоречивы. Во всяком случае а она представ- 
ляется реальной, хотя возможно, что отдельные штаммы стафи- 
лококка и грамотрицательных бактерий, устойчивые к неоми- 
цину, паромомицину (мономицину) или гентамицину, могут 
сохранить чувствительность к тобрамицину. Это вполне объяс- 
нимо различием по субстратоспецифичности тех ферментов, ко- 
торые разрушают антибиотики данной группы. Оценка доста- 
точно многочисленных исследований нефро- и ототоксического, 
а также курареподобного действия тобрамицина не дает основа- 
ния видеть какие-либо. его преимущества по сравнению с дру- 
гими аминогликозидами; существенно не отличается он и по 
характеру фармакокинетики в организме. 

Широкое клиническое применение тобрамицина показало 
его эффективность при ряде инфекционных заболеваний, среди 
которых следует выделить процессы, вызванные палочкой сине- 
зеленого гноя. | 

Значительно больше преимуществ имеет амикацин, спектр 
действия которого включает палочку синезеленого гноя и устой- 
чивость к которому О. р проявляется при. 

Я их к другим аминогли Г 

о ряда ферментов — трансфераз не р ами- 
кацина, хотя они активны в отношении других анти м 
включая неомицин, канамицин, гентамицин. По противобакте- 
риальной активности амикацин не имеет преимуществ в тех слу- 

гда флора чувствительна и к другим аминогликозидам; 
ре о МПК могут быть даже несколько большими; 
Е ВотВю на резистеные микроорганизмы он явно 
однако’ вое ен. По действию на органы слуха и почки амика- 
па канамицином; тем не менее следует учитывать, 
цин сходен Е препарата обладают меньшим повреждаю- 
что оба, Вы чем неомицин, мономицин или гентамицин. 
щим т шее время накоплен достаточный опыт, свидетель- 

В АР эффективности амикацина при тяжелых инфек- 
ствующий нных грамотрицательными бактериями, включая 
циях, р баевввого гноя, и стафилококками. Он особо пока- 
О учаях устойчивости возбудителя к канамицину и ген- 


тамицину. 
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Таким образом приведенные материалы ен раз подтверж. 
дают возможность использования Новых аминогликозидных 
антибиотиков для борьбы с устоичивои к другим препаратам 
флорой. : ь 

Неоднократно предпринимались попытки получить путем хи- 
мической трансформации хлорамфеникола (левомицетина) та- 
кие его производные, которые были бы активны в отношении 
резистентных к нему штаммов. : 

Как полагают, устойчивость левомицетина к воздействию 
хлорамфениколацетилтрансферазы обусловлены заменой гид- 
роксильной группировки у Сз пропандиольной цепи молекулы 
антибиотика (Ю. О. Сазыкин, 1972). 

Изучали антибактериальную активность 146 производных и 
аналогов хлорамфеникола, используя как тест-микроб устойчи- 
вый к антибиотику штамм $. аигеиз. Установлено, что 17 из 
испытанных соединений имели одинаковую или более высокую 
по сравнению с хлорамфениколом эффективность, их минималь- 
ные подавляющие концентрации были значительно меньше, чем 
У исходного антибиотика. Проведенные исследования показали, 
что наиболее активным из производных соединений был ПОТ--ди- 
хлорацетамидоальфа-метилен-п-нитропропиофенон. Механизм 
антибактериальной активности этого соединения был обусловлен 
тем обстоятельством, что он не инактивировался хлорамфенико- 
лацетилтрансферазой, образуемой устойчивым к хлорамфени- 
колу штаммом. Однако ни одно из этих соединений пока не 
нашло практического использования. Значительно более перспек- 
тивным оказалось получение О-ацильных производных хлорам- 
феникола; эти исследования позволили получить водораствори- 
мые препараты, пригодные для парентерального применения 
(Соп2Шо её а1., 1958). Большинство стран выпускает полуэфир 
левомицетина и янтарной кислоты (сукцинат левомицетина). 
Его своеобразие заключается в том, что в пробирочных опытах 
он малоактивен (МПК в 20—40 раз больше, чем МПК лево- 
мицетина), однако после введения в организм препарат гидро- 
лизуется с высвобождением активного левомицетина. Спектр 
противобактериального действия сукцината левомицетина пол- 
ностью совпадает со спектром действия исходного антибиотика, 
на резистентные варианты бактерий он не действует. Преиму- 
щество препарата заключено в возможности парентерального 
использования, в частности эндолюмбального, что в ряде слу- 
чаев бывает необходимо. Многочисленные клинические наблю- 
дения, в том числе при терапии отечественным левомицетином 
сукцинатом, показали его эффективность при процессах, вы- 
званных чувствительной к левомицетину флорой, особенно при 
перитонитах, бактериальных менингитах, заболеваниях моче- 
половой сферы и других. Однако эффективность препарата 
резко снижалась, если бактериальная флора была устойчива 
к антибиотику. Наиболее интересен факт проникновения пре- 
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парата через гемато-энцефалический ба 
гитом, что связывают с парентера 
ганизм. 

Важным элементом повышения Э 
ш муо является возможность создания и поддержания макси- 
мальных концентраций их в крови. В идеале у 
противомикробного вещества в орг 
в наибольшей степени подавление 


сутствни повреждающего действия на ткани и системы человека 
или животного. 


рьер у больных менин- 
льным его введением в ор- 


ТАБЛИЩА 24 
Аминометильные производные тетрациклинов 


№ Фирменное 
п. п. название Химическое название Фирма и страна 
1 Веуе!п Пирролидинметилтетра- НоесН${, ФРГ 
ЦИКЛИН 
2 УеосусИп То же Зашьь, США 
3 Зущодесит » Азфта, Швеция 
4 Зущейнт » Виз, США 
5 Морфоциклин Морфолинметилтетра- СССР 
ЦИКЛИН 
6 Гликоциклин Глицинметилтетрацик- СССР 
лин 
Се Атгауепа М-оксиэтил-М№-пипера- Герей{, — Италия 
зинметилтетрациклин 
8 Тефга1уза1 Лизинметилтетрациклин ЕтБа, 2 Италия 
9 Тегап Пирролидинметилоксите- Сыштошт, Венгрия 
трациклин 


Такие понятия, как чувствительность или устойчивость мик- 
рорганизма к антибиотикам, в том смысле, какое вкладывают 
в них химиотерапевты, являются довольно условными. Как изве- 
стно, для этого прибегают к сопоставлению минимальных подав- 
ляющих концентраций и тех концентраций, которые достижимы 
в крови больного. Поэтому всякое повышение концентрации 
в организме может в той или иной степени привести к преодоле- 
нию устойчивости. Применительно к антибиотикам, малотоксич- 
ным и не оказывающим повреждающего действия на мягкие 
ткани (например, пенициллинам), вопрос решается часто путем 

еличения дозы препарата. Однако этот путь оказался 
простого а при использовании ряда антибиотиков, в том 
Би: ациклинов и макролидов. .: 
числе тетр е значительного промежутка времени в клинической 

В а тевовали основания тетрациклинов или солянокис- 
практике и и, которые вводили через рот или внутримышечно. 
лые их и ть введения в силу выраженной болезненности 
Последни, ий препаратов позволял использовать лишь не- 
в месте инъ ы антибиотиков. Это явилось одной из причин 


03 

6 иного поиска новых производных тетрациклинов, которые 
инте 
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но. Среди них прежде всего 
мидные производные тетра- 
в медицинскую практику 


можно было бы вводить внутривен 
заслуживают упоминания карбокса 
циклинов, некоторые из них вошли 
табл. 24). 

В нашей стране широко применяют морфолинметилтетрацик- 


лин (морфоциклин). 


ТАБЛИЦА 5 


Сравнительная эффективность тетрациклинов при стрептококковом сепсисе 


Течение стрептококкового 
сепсиса у белых мышей 


Путь 
Антибиотик введения 


средней 
тяжести 


ЕД» 


легкое 


ЕД 


тяжелое 
50 


Морфоциклин (мг/кг) ...| Внутривенно 6 И 40 
Пирролидинметилтетрацик- 

ЛИН (мг/кг) т » 55 25 50 
Тетрациклин (мг/кг). ... Орально 21,5 25 50 


ТАБЛИЦА 56 


Сравнительная эффективность тетрациклинов при экспериментальной 
инфекции, вызванной С1. рег тбеп$ 


Погибло Р 

= Ба 
=. Е = ан 
Антибиотик аня Е | о Е. а ё 5 
й- 5 ЕЕ о НЕЕ 
об 6 $ 5 
вы |831 5 
Морфоциклин Внутривенно | 75 18 1161 211—111 18,0 
18,8| 18113] 5|—|—|5| 9,3 
. „От 8810305 |2 2,9 
Тетрациклин соляно- | Внутримы- |300 18:12:63] 113 | 9,5 
кислый шечно 75 тар 8 3279,6 
18,8 | 18| 711! 8|—|3| 2,1 
Тетрациклин основа- Внутрь 300 18 | 101834] 1 3,4 
ние 75 1817111141 6|1 2,4 
18,8| 18| 2|16|11|4|1 1,4 
Контроль 30 | 013012514] 1| 1,1 


Морфоциклин по своему противобактериальному спектру не 
отличается от тетрациклина, однако его внутривенное введение 
обусловило преимущественную активность при ряде модельных 
инфекций (стафилококковой, клостридной, стрептококковой, ко- 
либациллярной, дизентерийной) по сравнению с эффективностью 
препаратов, вводимых орально или внутримышечно (А. В. Мар- | 
кович и др., 1964; М. С. Поляк, 1968; М. Д. Пайкин, 1970). 
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Морфоциклин не уступал в этом отношении пирролидинметил- 
тетрациклину (табл . 25, 96). Изучение фармакокинетики морфо- 
циклина показало, что он создает в организме эксперименталь- 
ных животных значительно большие концентрации, чем препа- 
раты, вводимые внутримышечно или орально (табл. 27). 

Было отмечено, что морфоциклин лучше, чем тетрациклин, 
проникает в макрофаги (О. Н. Экземпляров, 1965). Он меньше 
других тетрациклинов связывается белками сыворотки крови. 


ТАБЛИЦА 27 


Концентрация морфоциклина, тетрациклина гидрохлорида 
и тетрациклина основания в крови кроликов 
при дозе 30 000 ЕД/кг 


Концентрация, ЕД/мл 


Антибиотик Путь 
введения 30 мин 1ч | 2ч | 4ч 
Морфоциклин Внутривенно | 34,4 28,3 13,7 8,1 
Тетрациклин гид- Внутримы- р 4,9 2,9 2 
рохлорид шечно 
Тетрациклин осно- Внутрь 0 Следы | Следы | Следы 
вание 


Продолжение табл. 27 


ине 
Концентрация, ЕД/мл 


Путь 


> Антибиотик : ан ый | Не | т | ей 
О ЕР ое ии пы 
Морфоциклин Внутривенно 6,5 3,5 0,8 Следы 
= Тетрациклин гид- Внутримы- 1,6 1) 0,8 0,8 
рохлорид шечно 
т Тетрациклин осно- Внутрь Следы Следы 0 0 
вание 
Особую ценность для травматологии представляет его спо- 


собность высоко концентрироваться в костной ткани (С. С. Тка- 
ченко и др., 1973; И. Д. Косачев, 1970). 
Морфоциклин был широко изучен в клинических условиях 
тяжелых заболеваниях бактериальной природы (пневмония, 
Е нит, сепсис и др.). Во всех случаях оценка лечебных 
мере п епарата была достаточно велика; особенно выделены 
Е в возможности при инфекционной патологии органов 
ео че ф. Г. Углов и др., 1967а, 6). 
Е М. Марголин и М. Д. Пайкин (1966) сообщили о ‘приме- 
ыы морфоциклина у больных нагноительными процессами 
вены Наблюдаемые ими больные до назначения морфоцик- 
В и получали различные антибиотики, в том числе антибиотики 


труппы тетрациклина. Отсутствие эффекта от предшествующей 
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р А о с 


^ 


. статическое действие даже в тех случаях, когда флора малочув- 


антибиотикотерапии служило основанием, тя Неа НиЕ Мор- 
фоциклина который и дал положительный клинический эффект, 
, 


И. К. Лагерт и др. (1969) изучали действие морфоциклина 
у больных с острой почечной недостаточностью, сочетающейся 
с сепсисом. Несмотря на значительную устойчивость выделенной 
микрофлоры к тетрациклиновым антибиотикам, лечение морфо- 
циклином оказалось эффективным. р 

Г. П. Мясниковой (1969) было изучено действие водораство- 
римых тетрациклинов, в том числе морфоциклина, при септиче- 
ских пуэрперальных заболеваниях. Устойчивость к нему отме- 
чена в 29,8% наблюдений. Лечение было успешным у большин- 
ства больных, лишь в 1,7% случаев оно оказалось неэффектив- 
ным и потребовало смены антибиотика. я г 

Касаясь применения морфоциклина в брюшной хирургии, 
Ф. Г. Углов с соавт. (19676) отмечали, что хотя к тетрациклинам 
чувствительно только около 604 выделяемых бактерий, однако 
болыние концентрации антибиотика, создаваемые с помощью 
внутривенно вводимого морфоциклина, обеспечивают бактерио- 


ствительна к тетрациклинам. 

В работе Т. В. Луначарской и И. П. Копейко (1968) по ин- 
тратрахеальному применению морфоциклина указано, что у по- 
давляющего большинства больных уже при поступлении в кли- 
нику наблюдается устойчивость флоры, выделяемой из мокроты 
или гноя, к пенициллину, стрептомицину, левомицетину, поли- 
миксину, довольно часто — к тетрациклину. При применении 
морфоциклина даже у больных, у которых наблюдалась устой- 
чивость к нему как кокковой, так и грамотрицательной флоры, 
был получен положительный клинический эффект. Авторы объ- 
ясняют это изменением характера микрофлоры и чувствитель- 
ности к антибиотикам, подавлением одного из компонентов мик- 
робной ассоциации, что связано со значительным повышением 
концентрации препарата в очаге поражения. 

В работах, посвященных ингаляционному применению мор- 
фоциклина, также отмечается его действие на резистентные мик- 
роорганизмы. 

С. Я. Кофман и др. (1967), изучая эффективность лечения 
ингаляциями морфоциклина легочных больных, показали, что, 
несмотря на то, что резистентные штаммы к антибиотикам тет- 
рациклиновой группы составляли 35,5—54,6%, терапевтическая 
‘эффективость ингаляций морфоциклина имела место у больных 
‘острыми пневмониями как с чувствительной, так и с устойчивой 
‘микробной флорой к антибиотикам тетрациклинового ряда. Хо- 
рошие результаты были получены в связи с высокой и постоян- 
ной концентрацией антибиотика как в мокроте, так и в крови 
больных. 

Аналогичные данные были получены П. К. Булатовым с сотр. 
(1968), которые отмечали, что, «несмотря на устойчивость в ряде 


ных, чем 
циклин 0 


случаев флоры к тетрациклинам, в процессе а е 
аэрозолем морфоциклина У большинства бо нтибиотикотерапии 
подавление (частичное или полное) роста ен наблюдалось 
шечной палочки, стафилококков и ты: ктерий группы ки- 
объяснить созданием высоких а х микробов, что можно 
кроте». - нтраций препарата в мо- 
Другим отечественным карбоксами 
ляется оксиглюкоциклин, созданный путем химической транс- 
формации окситетрациклина. Препарат может быть отнесен 
к числу наименее токсичных среди тетрациклинов, что опреде- 
ляется своиствами самого окситетрациклина (исходного веще- 
ства) и введением в его молекулу в качестве аминосоставляю- 
щей метилглюкозамина. Последний близок к физиологически 
активным веществам, входящим в состав тканей (Т. С. Харито- 
ненко, 1972). Препарат по спектру своего действия не отличется 
от окситетрациклина и, введенный внутривенно, активен при 
экспериментальных инфекциях, вызванных чувствительными 
к тетрациклину штаммами (Т. С. Куплевацкая, 1970). Показано, 
в частности, что оксиглюкоциклин, введенный внутривенно, при 
стафилококковой, колибациллярной и клостридной инфекциях 
эффективнее препаратов, вводимых внутримышечно (окситет- 
рациклина гидрохлорида) и орально (окситетрациклина основа- 
ния). Преимущественная активность оксиглюкоциклина объяс- 
нима особенностями его фармакокинетики; как и в опытах 
с морфоциклином, он при внутривенном введении обеспечивал 
болышие концентрации в организме экспериментальных живот- 
ных, чем другие препараты. Следует отметить, что` оксиглюко- 
циклин обеспечивает такое же содержание антибиотика в крови, 
как и ряд других препаратов, широко известных за рубежом 
(табл. 28). Клиническое изучение препарата показало его а 
кую эффективность при заболеваниях, вызванных чувствите т 
ной к оксиглюкоциклину флорой, в том числе при воспалитель 
ных процессах в легких, органах живота, мочевыводящих путях, 
при раневой инфекции и др. Препарат разрешен к применению, 
не только внутривенно, но и внутримышечно. 
вводят его нцентрации тетрациклинов в организме может 
ве ько за счет их парентерального введения. 
быть достигнуто. не баны годы приобрели их производные 
Особый ИТР еменениями в положении Сь, среди них 6-ме- 
со структури ны и б-деокситетрациклины. 


ли 

тилентетратако, ферментационных тетрациклинов, имеющих при 

е В и их 6-деоксипроизводные обладают большой ста- 
в ОКСИ- 2 


й ожность получить ряд 

ислой среде. Это дало возм 
ых производных. Подробные исследования были 
Новых. в. группой американских ученых (ВПасК\уоо4 е| а, 
проведены е б-деметил-6-деокситетрациклина. Полученные 


дным производным яЯВ- 


ов 
1961) не не товорят о том, что многие производные тетра- 
автора 
циклинов 


обладают антибактериальной активностью и могут, 
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ТАБЛИЦА 28 


. + 
Концентрация окситетрациклинов в сыворотке крови и органах крыс 
Препараты } 


Оксиглюкоциклин | 


Тетран Терравеноз 


Материал исследований 


Концентрация препаратов в ЕД/мл и ЕД/г через 


1ч | 8 ч 1ч 8ч 1ч 8 ч 

о... _ 1,48=0,13 0,27=0,01 1,280,09 0,23-—0,02 0,940, 11 0,22-0,001 
оо той Зал В 1,05=0,09 0,490,03 1,450,09 0,51=0,04 1,18—0, 15 0,42-0,02 
р. о. 1,90-0,05 Следы 1,990, 18 0,38—0,09 2,76—0,26 0,30=0, 04 
осо р ВАО 0,87—=0,02 0,31=0,04 1,09-0,08 0,260,01 0,91=0,02 0,23—0,02 
о аа о оо ЛВИ 2,06=0,07 | 0,42+0,01 | 1,62+0,10 0,54=0,20 | 2,9+0,14 | 0,46+0.06 
Аа 1,400, 19 Следы 1,460, 15 Следы 1,34-0,07 Следы 
ось. 0,72=0,04 | 0,68=0,01 | 1,19-0,19 0,62+0,17 | 1,430,22 | 0,54+0.04 
Поджелудочная железа........... 0,77=0,05 Следы 1,03=0,11 Следы 1,00=0,06 Следы 
Стенка тонкого виненникая р о. 1,59=0,46 0,30=0,04 2,021, 12 0,390, 11 1,550, 16 0,530, 05 
Влага передней камеры глаза ....... Следы Следы Следы Следы Следы Следы 
Мозговая 15 ‚мах 3 о и 0 0 0 0 0 0 


зонах 

анны 

62 = № 6-28.) Фф®ФФ я о 3 
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28= а БЫ РАННЯЯ Неее ЕЗЕ 
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несомненно, представлять практический 
кислотоустойчивость 6-деокситетрацик 
расширяет возможности перорального 
атов в связи с их ин . 
— ро дет реакции желу- 
менение в клинической практике. Одно из а 
6-метилен-5-гидрокситетрациклин (метациклин ОИ 
Препарат не отличается по спектру противомикробного действия 
от окситетрациклина и не действует на резистентные к исход- 
—% ному антибиотику штаммы, но он хорошо всасывается из желу- 
дочно-кишечного тракта и медленно выводится из организма, 
Последнее свойство делает достаточным двукратный прием 
300 мг антибиотика в день. Концентрации, достигаемые при этом 
в крови, близки или превышают то содержание антибиотика, ко- 
— торое достижимо при приеме окситетрациклина основания или 
его солянокислой соли в суточной дозе 2 г. 
6-Метилентетрациклины, кроме большого самостоятельного 
значения, являются еще промежуточными продуктами для полу- 
чения другого класса чрезвычайно интересных антибиотиков — 
6-деокситетрациклинов, в частности доксициклина, который 
также используют в медицинской практике. Благодаря своим 


хорошим антимикробным, фармакологическим и химическим ка- 
чествам, он привлек большое внимание. Доксициклин является 
самым устойчивым в кислой среде из тетрациклиновых антибио- 
тиков. Он обладает всасываемостью значительно лучшен, чем 

рондомицин, медленно экскретируется из организма и в силу 
этого высокоэффективен, хотя для достижения лечебных кон- 
центраций препарата в крови достаточно однократного его вве- 


интерес. Кроме того, 
линов и их производных 
применения этих препа- 


ы дения. Спектр действия доксициклина (вибрамицина) аналоги- 
Ч спектру действия окситетрациклина, однако его МПК 
и а. меньше, чем У исходного антибиотика (чаще 


в 2 раза). Заметным преимуществом по активности в отношении 


ов доксициклин не обла- 
етрациклинам штамм 
= а а оАство — способность создавать и длительно 


ен Бывокне концентрации в организме человека. 
поддерживать был найден в крови после однократного приема 
Доксициклин епарата в концентрациях (максимально) до 
200—250 мг —. не удалось достигнуть при введении некото- 
3,4 мкг/мл, ие тибиотиков тетрациклиновой группы внутривенно 
рых других ру Виттенау, 1974). Концентрация доксициклина 
(Бо и ДР. 1 сутки от момента приема была значительной — 
в крови черое в то время как содержание других тетрацикли- 
около 1 мкг/мл, меньшим или их вообще не обнаружи- 
‘пагают, т большее сродство 
о. 


вали. и млекопитающих, что связано с его липофильностью. 


к тканя б ь препарата м 
собенность пр 
РР фильтрации через клубочки почек при изменении 


чи в кислую сторону (Виттенау, 1974). Многочисленные 
. 143. 


“щи звзал злаць 


ожет объяснить и его реаб- __ 


клинические наблюдения позволили считать доксициклин до- 
статочно эффективным и весьма удобным лекарственным сред- 
ством, хорошо переносимым больными, редко вызывающим по- 
бочные эффекты. Верно, нарушение экскреторной функции почек 
чревато быстрым накоплением препарата в крови и тканях, 
почему при тяжелой патологии паренхимы почек его применяют 
с осторожностью. 

Говоря об определенных преимуществах доксициклина, сле- 
дует отметить, что для борьбы с устойчивостью микроорганизмов 
к тетрациклинам имеют значение не только его фармакокинети- 
ческие свойства (хотя они могут быть признаны ведущими), но 
и способность, правда не очень значительная, подавлять в мень- 
ших концентрациях жизнедеятельность микроорганизмов. 

Одним из практически важных результатов химического пре- 
вращения молекулы ранее известных антибиотиков является вы- 
явленное в отдельных случаях повышение их активности, т. е. 
способности проявлять свое бактериостатическое или бактери- 
цидное действие в заметно меньших концентрациях. В мировой 
клинической практике известно несколько препаратов подоб- 
ного рода. Перспективным с этой точки зрения представляется 
производное тетрациклина с двумя диметиламинными группи- 
ровками в молекуле — миноциклин. . 

Миноциклин, или 7-диметиламино-6-дезокси-6-диметилтетра- 
циклин, обладает по сравнению с природными веществами этой 
группы значительно более высокой антибактериальной актив- 
ностью. В частности, это проявляется при сравнении действия 
миноциклина и природных тетрациклинов на клинические тетра- 
циклинорезистентные штаммы микроорганизмов: миноциклин 
может быть в 5—10 раз активнее других тетрациклинов. 

Ю. О. Сазыкин с соавт. (1975) на основании изучавшихся 
ими ранее конкурентных взаимоотношений между миноциклином 
и С\-окситетрациклином при их проникновении в клетку Е. со! 
сделали предположение о наличии дополнительных систем пере- 
носа миноциклина через оболочку клетки, не исключая при этом 
возможности повышенной активности миноциклина как ингиби- 
тора рибосомных функций. Как показали опыты с целыми клет- 
ками, миноциклин не отличался какими-либо особенностями 
в отношении воздействия на синтез белка и нуклеиновых кис- 
лот в клетке от природных тетрациклинов, т. е. быстро подавлял 
синтез белка и значительно медленнее воздействовал на синтез 
нуклеиновых кислот. Авторами было проведено сравнение актив- 
ности окситетрациклина и миноциклина как ингибиторов по 

ме синтеза пол 


предположение о том, что большая а: 
сравнению с активностью окситетр. 


т 
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твительных и резистен” . Ее 
с | стентных к тетрациклинам штаммов может 


быть обусловлена определенными особенностями проникновения 
первого через оболочку клетки, поскольку суще р < - 
чий между окситетрацикл ку существенных отли 
фиксации чныЕ о и миноциклином на стадии их 

е утриклеточным акцептором — рибосо- 
мой — не было выявлено. 

В последние годы значительное внимание клиницистов и экс- 
периментаторов привлекает полусинтетическое производное 
линкомицина 7-хлор-7-дезоксилинкомицин (клиндамицин, собе- 
лин), в молекуле которого в 7-м положении ОН-группа заменена 
на атом хлора. По данным зарубежных исследователей, он в 4— 
8 раз активнее исходного антибиотика, хотя их спектр противо- 
бактериального действия сходен. Накоплен достаточно большой 
опыт применения клиндамицина в условиях клиники, показав- 
ший его высокую эффективность при ряде процессов, вызванных 
чувствительной к нему флорой и в первую очередь стафилокок- 
ками. Он с успехом использован при остеомиелите, сепсисе, 
пневмонии, раневой инфекции и других заболеваниях стафило- 
кокковой природы. Препарат был экспериментально изучен 
в Советском Союзе. Было показано, что подавляющие и бакте- 
рицидные его концентрации в 4—16 раз меньше, чем концентра- 
ции линкомицина гидрохлорида (М. С. Поляк и др., 1972; 
М. С. Поляк, 1973). Преимущественная активность 7-хлор-7-дезо- 
ксилинкомицина была отмечена и в опытах на животных. В ча- 
стности, была показана его эффективность при эксперименталь- 
ной стафилококковой инфекции: дозы хлолинкоцина при этом 
были в 2—4 раза меньше лечебных доз линкомицина независимо 
от путей введения препаратов в организм. Интересными оказа- 
лись результаты сравнительного изучения действия обоих пре- 
паратов на клостридии: при экспериментальной анаэробной 
газовой инфекции хлолинкоцин оказался В 2—8 раз актив: 
(табл. 29). : зая 

Токсичность 7-хлор-7-дезоксилинкомицина В эксперим 
признана небольшой, переносимость препарата -— 

(А. М. Думова и др., 1975), хотя в настоящее вр 
большую настороженность сообщения о тяже. 
никающих при лечении клиндамицином. = 

Сочетанная антибиотикотерапия может 6 
более давнему приему, используемому 1 
ной микробной флорой; комбинац: 
цином стали использовать вс 
цина в клинической п 


тающих антибиотики С другими химиотерапевтическими аген- 
тами, вызывало закономерную критику со стороны многих 
специалистов, которая, однако, в ряде случаев неправомерно 
распространилась и на всю проблему сочетанной терапии в це- 
лом. Тем не менее комплексная антибиотикотерапия остается 
весьма распространенным методом в клинической практике, ее 
полезность в ряде случаев несомненно доказана, а некоторые 
препараты комплексного действия пользуются большой попу- 
лярностью у врачей. 


ТАБЛИЦА 29 


Минимальная эд 
ии Препарат А ыы мкг МЫШЬ 
мкг/мышь 

С!. регй1пвеп$ 7-хлор-7-дезоксилин- в/в 28 6015,8 
кОМиЦинН 

Линкомицин в/в 120 170 11,7 

шт. 28 7- хлор-7-дезоксилин- в/м 180 240-+22,2 
комицин 

Линкомицин в/м 200 260-29,5 

7-хлор-7-дезоксилин- | Внутрь 410 650-=94,6 

комицин р 

Линкомицин Внутрь 1300 2300—409,1 

С1. регЁпвеп$ 7-хлор-7-дезоксилин- в/в 34 68=15,8 
комицин 

шт. 48 Линкомицин в/в 130 220+34,7 

С1. зерисит 7-хлор-7-дезоксилин- в/в 79 120=31,2 
комицин 

шт. 5 Линкомицин в/В 880 1500114,8 


С. М. Навашин и И. П. Фомина (1974) так определяют пока- 
зания для комбинированной антибиотикотерапии: 

«1) тяжелое течение инфекций, требующее немедленного на- 
чала лечения до установления бактериологического диагноза 
(в большинстве таких случаев эффект может быть достигнут 
и при монотерапии, однако возможность смешанной инфекции 
оправдывает применение комбинации антибиотиков); 

2) смешанная инфекция с выделением различных микроб- 
ных ассоциаций, как это имеет место при перфоративных про- 
цессах в брюшной полости или заболеваниях дыхательного 
тракта, мочевыводящих путей, особенно п 


осле инструменталь- 
ного обследования; -з а 
3) предупреждение развития токсического действия за счет — 


(или нескольких) препаратов в меньших, 
‘дозах; у . 


амедление развития устойчивости; = 


х 


БИ 


5) возможность усиления антибактериального эффекта в рас- 
чете на. синергидное действие антибиотиков; > 
6) воздействие на малочувствительные возбудители 
Комбинированная антибиотикотерапия особенно ‘показана 
при смешанных инфекциях, подтвержденных бактериологически. - 


Она иЗводится также при тяжелых состояниях сразу после взя- 
тия материала для бактериологического исследования вплоть до 
установления точного диагноза заболевания и, наконец, в про- 
филактических целях». 
Значимость каждого из приведенных показаний очевидна, 
однако не каждое из них в полной мере убедительно подтверж- Е 
дено существующей практикой. Не вызывает сомнений польза от Е 
сочетании антибиотиков при процессах, вызванных смешанной 
флорой, если каждый из микроорганизмов отличен по чувстви- 
тельности к взятым препаратам. Естественно, что даже возмож- 
ность подобной ситуации оправдывает комбинированное лече- 
ние. Весьма заманчивой представляется попытка повысить эф- 
фективность антибиотикотерапии, основанная на возможности 
потенцированного действия препаратов на микробную клетку. 
Однако этот вопрос представляется достаточно сложным. Мик- 
робная популяция в тканях является динамичной системой, 
включающей клетки разной степени чувствительности к препа- 
ратам и метаболической активности, концентрация антибиотиков 
в макроорганизме постоянно меняется. Все это резко отличается 
от тех условий, которые существуют Ш уго при изучении соче- 
танного действия антибиотиков, да и существующие методы 
оценки сочетанного действия антибиотиков на бактерии не со- 
вершенны. Вместе с тем установление характера такого действия 
представляется абсолютно необходимым независимо от того, что 
служит основанием для назначения Двух антибиотиков одно- 
временно. 
Сочетанное действие антибиотиков на микроорганизмы мо- 


жет быть синергидным, суммарным, индифферентным и анта- 
тонистическим. Первое представляется тем наилучшим вариан- 
том, к которому стремится любой врач, второе допустимо и мо- 
жет быть при определенных условиях желательным. Третий тип 
действия исключает необходимость в комплексном применении 
препаратов; последний крайне нежелателен. Каковы же те за- 
кономерности, которые определяют возможное проявление того 
или иного типа действия? Впервые принцип рационального от- 
бора антибиотических пар был сформулирован ]амея с соавт. 
(1950, 1958), которые разделили все антибиотики на бактерио- 

е, утверждая, что при сочетании 


статические и бактерицидны -. 
первых (группа Б) обычно наблюдают индифферентное дей- — 


ствие, при сочетании вторых (группа А) возможен син ргизм, 
а при сочетании представителей разных групп — анта м. 


В дальнейшем это положение неоднократно было пре 
развития и расширения за счет новых антибиот ков. В н 


щее время оно остается незыблемым, но в несколько иной фор- 
мулировке (С. М. Навашин, И. П. Фомина, 1974а). Как изве. 
стно, бактерицидный тип действия (антибиотики группы А) 
характерен для бензилпенициллина и полусинтетических пени. 
циллинов, стрептомицина, неомицина, канамицина, полимикси- 
нов, ванкомицина, цефалоспоринов, бацитрацина. Пенициллины, 
стрептомицины, ванкомицин, цефалоспорины действуют на мик. 
роорганизмы лишь в стадии размножения; полимиксин, неоми. 
цин, канамицин — как в стадии размножения, так и покоя. 

Бактериостатический тип действия (антибиотики группы Б) 
свойствен тетрациклинам, левомицетину, эритромицину, олеан- 
домицину, циклосерину и виомицину. 

С учетом спектра антибактериального действия антибиотики 
разделены на следующие основные группы: 

Группа 1. Препараты, активные в отношении грамположи- 
тельных микроорганизмов и грамотрицательных кокков: 

а) с выраженным бактерицидным действием: пенициллин, 
ванкомицин, цефалоспорины, бацитрацин; 

6) иногда в высоких концентрациях с бактерицидным дей- 
ствием: макролиды, новобиоцин, линкомицин; 

в) действующие только бактериостатически (фузидин). 

Группа 2. Препараты широкого спектра действия (с бак- 
териостатическим типом действия): тетрациклины, хлорамфени- 
кол (левомицетин). 

Группа 3. Препараты широкого спектра действия, высоко- 
активные в отношении грамотрицательных возбудителей (с вы- 


раженным бактерицидным действием): канамицин, неомицин, 
полимиксин. 


гласно которой антагонизм наиболее в 


‚› однако все они во многом повто- 
ряют схему, предложенную Ламе. ие. 


Имеются многочисленные исследования, авторы которых пы-. 


тались установить, насколько то или иное. сочетание способно 
продемонстрировать тот или иной эффект. 
ком является то, что в подавляющем бо. 
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перименты были выпо 


лнены ш уЙго. Однак , 
: . Однако определенну - 
лезную информацию эти материалы дают . г ры 


Большое количество авт 
авторов считают, что соч я 
ство ав ‚ что сочетания пеницил 


ляются активными, особенно по дей- 
Е ыы ы 

И Реттоковки. А. И. Семич (1952) наблюдала синер- 

ГЕ на и стрептомицина при воздействии на брюш- 

но-тифозные бактерии. 


СТезе! её а1. (1973), используя метод диффузии через целло- 
фан, изучали бактерицидное действие цефалоридина в сочета- 
нии с различными антибиотиками (всего 189 комбинаций). 
Авторы обнаружили наличие синергизма при сочетании антибио- 
тика с аминогликозидами, рифампицином и В-лактамными анти- 
биотиками и подтвердили его антагонизм с хлорамфениколом и 
тетрациклином. В опытах ш УЙго весьма эффективным против 
резистентных стафилококков оказалось сочетание канамицина и 
цефалотина. 

По данным К!азфегзКу её а1. (1972) и многих других авторов, 
комбинация карбенициллина с гентамицином обладала выра- 
женным синергидным действием в отношении испытанных штам- 
мов Р. аегирштоза. 

Максимальное синергидное действие достигается, по данным 
В. А. Цыганова (1964), при соотношении разных весовых. кон- 
центраций препаратов применительно к каждому штамму от- 
дельно. Если синергизм обнаруживался у данной пары антибио- 
тиков;, действующих‘ на ‘определенный микроорганизм, то он 
обычно распространялся на широкий ряд концентраций каждого 
из препаратов, как это наблюдалось автором при исследовании 
соотношений различных концентраций сочетания левомицетина 
с хлортетрациклином. Следует согласиться с автором, что это 
свойство некоторых сочетаний особенно важно в смысле прак- 
тического их использования, так как поддержание концентра- 
ций антибиотиков на определенном уровне в организме, а 0со- 
бенно в отдельных его тканях, представляет значительные 
трудности. На основании проведенных исследований автор до- 
пускает, что действие одного и того же сочетания может быть си- 


нергидным, индифферентным или антагонистическим даже в том 


случае, когда оно испытывается против микроорганизмов одного 
вида. Так, например, по его данным, хотя сочетание стреп 
цина с пенициллином в отношении кишечной палочки | 
чаще всего синергидным, если культуры высокор 
к пенициллину, то может наблюдаться и антагони. 

В. В. Квирикадзе (1955) приводит данные, 
что при применении пенициллина с Хх; ациЕ 
рапевтических целях, а также 1 
ется различное действие смеси 
сти от возбудителя’ инф 
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Аналогичные результаты приводят ВИ$$, \ан, тр 952), 
из которых следует, что хлортетрациклин являетс > агони- 
стом по отношению к пенициллину при применении их в соче- 
тании при экспериментальной стрептококковой инфекции у бе- 
лых мышей, но при пневмококковой инфекции оба агента были 
синергистами. 

О зависимости результатов применения различных комби- 
наций антибиотиков от свойств тест-микроорганизма сообщают 
также Ла\уеё2, Сипп!зоп (1950) и др. 

Вагг, Сагтап (1954) указывают на наблюдавшиеся ими яв- 
ления антагонизма между неомицином и эритромицином в от- 
ношении грамположительных микробов и синергизма в отноше- 
нии грамотрицательных. Информацию подобного рода можно 
было бы существенно расширить, однако принципиально все 
авторы сходятся на той точке зрения, что проявление того или 
иного типа действия индивидуально для каждого штамма. 
Вместе с тем есть сочетания, которые с большей вероятностью 
способны обеспечить потенцированное действие или, наоборот, 
привести к уменьшению эффективности терапии. 

Среди утвердившихся в клинической практике сочетаний 
могут быть упомянуты пенициллины с аминогликозидами, бен- 
зилпенициллин или ампициллин с пенициллиназоустойчивыми 
пенициллинами, тетрациклины с _макролидами или левомицети- 
ном. Среди перечисленных антибиотических пар в наибольшей 
степени установлен механизм сочетанного действия пеницилли- 
назо-чувствительных и пенициллиназоустойчивых В-лактамных 
антибиотиков. 

В 1956 году АБгават и Ме\/фоп установили, что цефалоспо- 
рин С, который был устойчив к гидролизу В-лактамазой | из 
Вас. сегеиз, оказался конкурирующим ингибитором гидролиза 
бензилпенициллина этим ферментом. 

Впоследствии были предприняты попытки обнаружить си- 
нергизм между пенициллином и цефалоспорином против обра- 
зующих пенициллиназу стафилококков. Эти попытки были ма- 
лоуспешными, так как цефалоспорин, хотя он и является мощ- 
ным конкурентным ингибитором фермента, сам показал 
высокую антистафилококковую активность. Но в 1965 году 
Зара еЁ а|. нашли, что индуцируемый фермент из штамма 
Р. аегизпоза сильно ингибировался метициллином и клокса- 
‘циллином. Сходные наблюдения были сделаны с В-лактамазой 
из КерчеНа зр. После этого ‘четкий синергизм был обнаружен 
при совместном испытании ш уЙго клоксациллина или ‘метицил- 
лина и легко гидролизуемого представителя семейства пени- 
циллинов или цефалоспоринов. : и" 

Количество конкурентных ингибиторов некоторых В-лакта- 


‚маз из грамотрицательных бактерий было увеличено. Со[е, 


Е150п и Еоогоок (1972), показавшим, что 2-изопропокси-1-наф- 


‚тилпенициллин является особенно сильным конкурентным инги- 
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битором как В-лактамазы из штамма Е. аегосепез, таки В-л 
тамазы из штамма Е. со мма Е. аегосепез, так и В-лак- 
В -оксациллин - со, рост которых не подавляется эффек- 
А тядаые мы и слабо ингибируется метициллином. 
тих —е и пенициллинов или цефалоспоринов, либо 
ов ааа т один из компонентов смеси является силь- 
дает АА ингибитором В-лактамазы, а другой обла- 
льной антибактериальной активностью, оказывали 


Е Саваы ера, 1966) некоторых заболеваниях мочевого 
с ая к ЕЕ ингибиторов представ- 
применение Олнах а подход может иметь клиническое 
о ко структурные особенности необходимых 
препаратов пока определить трудно. Соединения, имеющие вы- 
сокое сродство в отношении В-лактамаз, образуемых Р. аегиб1- 
поза, могут иметь меньшее сродство в отношении других В-лак- 
тамаз из грамотрицательных бактерий и быть неспособными 
конкурировать за активные «сайты» с субстратами, обладаю- 
щими выраженной антибактериальной активностью. Например, 
сродство в отношении метициллина у В-лактамазы из устойчи- 
вого к карбенициллину штамма Р. аегиртоза ниже такового, 
чем к самому карбенициллину (МеРпаЙ её а!., 1973). Кроме 
того, все еще неясно, может ли высокое сродство в отношении 
активного «сайта» В-лактамазы быть свойством любого соеди- 
нения, которое не содержит кольцевой системы 6-АПК, 7-АЦК 
в конфигурации естественного стереоизомера. 6-Эпибензилпени- 
циллин, который отличается от бензилпенициллина ‘своей стерео- 
химией при С-6 В-лактамного кольца, не показал значительного 
сродства в отношении В-лактамаз из 2 штаммов Р. аегизтоза 
(МеРрвай её а|., 1973). Феноксиметил-6-метилпенициллин, у ко- 
торого метильная группа заменяет водород при С-6 в кольцевой 
системе пенициллина, не обнаруживает способности конкуриро- 
вать с субстратами за В-лактамазу из Вас. сегеиз (АБгавашт, 
1972). С другой стороны, 7-метоксицефалоспорины обладают 
определенной активностью как конкурентные ингибиторы неко- 
торых В-лактамаз. 
Таким образом, каковы бы ни были успехи, достигнутые 

в обнаружении новых пенициллинов или цефалоспоринов, обла- 
дающих антибактериальной активностью, но не чувствительных 
к различным типам В-лактамаз, или соединений, которые яв- 
ляются конкурирующими ингибиторами или необратимо инак- 
тивируют эти ферменты, проблемы, связанные с резистент- 
ностью к В-лактамным антибиотикам, остаются по-прежнему 


серьезными. 
Тем не менее накопленные материалы позволили обосновать 
целесообразность создания фиксированного антибиотического 
препарата комплексного действия, сочетающего ампициллин 
с оксациллином или клоксациллинами. В нашей стране нашел 
применение ампиокс (ампициллин с оксациллином), применяе- 
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мый как внутрь, так и парентерально. Сравнительно большой 
клинический опыт применения ампиокса или его зарубежного 
аналога позволяет положительно оценить эффективность пре- 
паратов при инфекционных процессах, вызванных преимуще- 
ственно грамотрицательной или смешанной флорой. Показана 
их терапевтическая ценность при тяжелых заболеваниях легких, 
желче- и мочевыводящих путей, раневой инфекции и многих 
других. Несомненно важным и ценным свойством этих препа- 
ратов является низкая токсичность, позволяющая варьировать 
дозы в широких пределах в зависимости от патологии и состоя- 
ния больного. 2 

Среди новых препаратов комплексного действия, которые 
используются для терапии инфекций, вызванных различными 
видами микроорганизмов, могут быть названы олеморфоциклин 
и морфолевоциклин, созданные на основе морфолинметилтетра- 
циклина (морфоциклина), левомицетина сукцината и олеандо- 
мицина. Они предназначены для внутривенного введения, что 
позволяет достичь ббльших концентраций антибиотиков в орга- 
низме, чем при иных путях введения. 

Значительный интерес клиницистов к сочетанному примене- 
нию тетрациклинов с другими антибиотиками явился основа- 
нием для всестороннего изучения комплексного действия тетра- 
циклинов и левомицетина (хлорамфеникола), которые отно- 
сятся к числу широко используемых в медицинской практике. 

Морфолевоциклин при фармакологическом изучении ока- 
зался сравнительно малотоксичным антибиотиком. Его повреж- 
дающее действие меньше суммарной токсичности обоих исходных 
антибиотиков. Максимально переносимая доза морфолевоцик- 
лина для белых мышей при внутривенном введении состав- 
ляет в пересчете на морфоциклин 72 000—140 000 ЕД/кг, ГО 
при этом же пути введения — 84 500—168000 ЕД/кг. Спектр 
противобактериального действия морфолевоциклина соответ- 
ствует спектрам левомицетина и тетрациклина. Он активен 
в отношении чувствительных к тетрациклину или левомицетину 
стафилококков, клостридий, кишечных палочек, сальмонелл, ши- 
гелл, протеев, вибрионов холеры и других бактерий, риккетсий 
и крупных вирусов. 

Основой для создания морфолевоциклина явилась серия экс- 
периментов, направленных на изучение сочетанного действия 
морфоциклина (№-морфолинметилтетрациклина) с левомицети- 
ном на ряд тест-объектов. Было показано, что это сочетание об- 
ладает выраженными потенцирующими свойствами в отноше- 
нии многих грамотрицательных и грамположительных бакте- 
рий как в пробирочных опытах, так и в опытах на животных: 
сюда относятся эшерихии, протей, палочка синезеленого гноя, 
капсульные бактерии (М. С. Поляк, 1969). В частности, ш уго 
это выражалось в уменьшении минимальной бактериостатиче- 
ской и бактерицидной концентраций в 2—8 раз для наиболее 


152 


чи ы 


ь о активного антиоиотика при условии, что. второй препарат брали 
Ц в дозе, которая была в 2—0 раз ие = 
и а, Г Е - 2 раз меньше минимальнои оакте- 
| риостатической или минимальной бакт й Х 
а в О ения ак: 'нимальной бактерицидной. Характерны 
та те р а при которых потенцирование про- 
и явл : лее часто. _Это прежде всего такой вариант, 
о | а й ЖЕ брались в дозе, приближающейся 
м а. к (1: ). В этом варианте потенцирование отмечалось 
и ы 
Ро, чаще и В о степени. Убывание дозы одного из анти- 
с биотиков обычно уменьшало степень потенцирования или оно 
исчезало вовсе. Однако в отношении псевдомонад, эшерихий, 

тор капсульных: бактерий использование меньших доз тетрацикли- 
м нового антибиотика при стабильной концентрации левомице- 
ЩИ тина позволяло выявить синергидное действие даже при соот- 
а ношениях по активности 1:20. В целом та или иная степень 
в ра. потенцирующего действия была отмечена в отношении 70% 
| взятых культур различных грамотрицательных бактерий. 
ы чо Данные, полученные ш УЙго, нашли подтверждение в опы- 
В Орта. тах на животных. Было найдено, что совместное использование 
8 морфоциклина и левомицетина позволяет достичь большего 


химиотерапевтического эффекта, чем от применения каждого из 
них, при условии, что один из антибиотиков был взят в не- 
активной дозе. Это было продемонстрировано, в частности, при 
экспериментальном. сепсисе, вызванном палочкой синезеленого 
гноя. Антибиотики тетрациклиновой группы при этой инфекции 
практически не активны. Левомицетин был активен, но только 

в болышой дозе (более 300 мг/кг). Сочетанное использование 

двух антибиотиков позволило уменьшить ЭДь в разных опытах 

от 2 до 4 раз. Такие показатели, как продолжительность жизни 
животных, обсемененность органов, отражали те же закономер- 

ности. 

Морфолевоциклин широко изучен в клинической практике; 
накоплен значительный опыт его применения при тяжелых за- — м 
болеваниях бактериальной природы (Е. К. Селезнев и др., 1972; = 
| С. С. Ткаченко и др., 1973). Внутривенное введение препарата ду 
позволяет. быстро достичь высоких концентраций его в орга- 
низме. Показаниями для применения морфолевоциклина слу-. 
жат перитонит, ‘пневмония, абсцессы легкого, гнойный плеврит, 
воспалительные заболевания желчных и мочевыводящих путей, 
а также женской половой сферы. Высокая эффективность пре- 
парата при экспериментальных клостридиозах послужила осно- 
ванием для его всестороннего изучения при раневых инфекциях, 
причем результаты были расценены как весьма положительные. _ 
Особо следует выделить эффективность препарата при перито- 
ните, осложнившем острые хирургические заболевания живота 
что закономерно вытекает из особенностей этиологическ 
фактора. р 

Полученные данные о совместимости и синергиде 
тере действия левомицетина и тетрациклина, ‹ 


‹ 


6 им Терешин ` 


антибиотиков с грамицидином послужили основанием для 
создания ряда препаратов комплексного действия для местного 
применения. Среди них следует отметить лекарственные формы 
в аэрозольной упаковке легразоль и тегралезоль. В композицию 
первой входят левомицетин и грамицидин, второи — левомице- 
тин, грамицидин и тетрациклин. Ограниченное использование 
грамицидина в клинической практике, связанное во многом 
с отсутствием удобной лекарственной формы, определило в зна- 
чительной степени отсутствие резистентных к нему штаммов 
стафилококков. Концентрации других антибиотиков подобраны 
таким образом, чтобы обеспечить их подавляющее деиствие на 
грамотрицательные микроорганизмы. Экспериментальное и ши- 
рокое клиническое изучение препаратов подтвердило их эффек- 
тивность как противомикробных средств при ожогах, ранах и 
гнойных заболеваниях кожи. Показано их подавляющее дей- 
ствие в отношении большинства возбудителей гнойных инфек- 
ций. Легразоль и тегралезоль рекомендованы к клиническому 
применению. 

Сочетанное использование антибиотиков макролидной 
группы и тетрациклинов является распространенным приемом 
клинической практики. Как показано в ряде исследований, это 
позволяет получить синергидное действие в отношении некото- 
рых микроорганизмов, прежде всего стафилококков, расширяет 
противомикробный спектр препаратов, что особенно необходимо 
при смешанном характере флоры, препятствует селекции рези- 
стентных штаммов. 

Хорошо известны такие препараты, как сигмамицин (США), 
тетраолеан (Болгария), олететрин (СССР), в которых, однако, 
Ддоза олеандомицина меньше, чем в олеморфоциклине. Кроме 
того, в них использован тетрациклин. Вместе с тем внедренный 
в Советском Союзе препарат тетрациклиновой группы морфо- 
циклин (М-морфолинметилтетрациклин) обладает в сравнении 
с гидрохлоридом тетрациклина рядом существенных для кли- 
ники преимуществ. Нейтральный рН его растворов позволяет 
вводить морфоциклин одномоментно струйно, в то время как 
гидрохлорид тетрациклина и его сочетанные лекарственные 
формы с олеандомицином вводят только капельно. Было по- 
казано, что морфоциклин обладает рядом других преимуществ, 
которые будут названы далее. 

Изучение основных фармакологических свойств олеморфо- 
циклина в острых и хронических опытах показало его сравни- 
тельно низкую токсичность (Г. А. Михайлец и др., 1968). Мак- 
симально переносимая доза препарата для белых мышей при 
внутривенном введении составляет 120—180 мг/кг, - ГР — 
160—230 мг/кг. 

Химнотерапевтическая активность олеморфоциклина в срав- 
нении с действием морфоциклина и олеандомицина оказалась 
преимущественной при ряде экспериментальных инфекций, в том 
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числе вызванных кишечной палочкой, различными видами пато- 
генных клостридий и стафилококком. 

Олеморфоциклин широко применяют в клинической прак- 
тике для лечения тяжелых заболеваний бактериальной при- 
роды. Показана его эффективность при поражении органов 
дыхания, мочевыводящих и желчевыводящих путей, раневой 
инфекции и ряде других страданий, вызванных стафилокок- 


ками, стрептококками, эшерихиями, клебсиеллами, в том числе 
устоичивыми к другим антибиотикам. 

В клинической практике неоднократно делались попытки 
для преодоления устойчивости микроорганизмов к антибиоти- 
кам или для увеличения возможности контакта антибиотиков 
с бактериальной клеткой использовать сочетанную терапию 
противомикробными и иными биологически активными веще- 
ствами. В качестве последних использовали гормоны, пирими- 
диновые производные, различные детоксикаторы, ферменты. 
С точки зрения обсуждаемой проблемы преодоления резистент- 
ности бактерий к антибиотикам, определенный интерес пред- 
ставляют ферменты, поскольку, как это будет показано далее, 
существуют материалы, свидетельствующие о том, что неко- 
торые протеазы повышают чувствительность микроорганизмов 
к химиотерапевтическим веществам. 

Сочетанная терапия антибиотиками и ферментами в послед- 
ние годы находит все большее распространение в клинической 
практике. Отмечено, что при этом сокращаются сроки течения 
некоторых заболеваний инфекционной природы, наблюдается 
быстрое очищение ран_и ускоряются процессы их заживления 
(К. Н. Веремеенко, 1967; В. И. Стручков и др., 1970; В. И. Струч- 
ков и др., 1973). В этом плане наибольший интерес привлекают 
протеолитические ферменты; среди них ферменты бактериаль- 
ной природы стрептокиназа и стрептодорназа, ферменты жи- 
вотного происхождения химопсин, трипсин, химотринсин, рибо- 
нуклеаза и дезоксирибонуклеаза. 

В 1951 году Рге!зег, Кое ие, Сиг#з (цит. по В. И. Струч- 
кову, и др., 1970) установили, что сочетанная терапия антибио- 
тиками и ферментами создает благоприятные условия для ско- 
рейшего заживления ран различного происхождения. В част- 
ности, отмечено увеличение противомикробной активности. 
Авторы предположили, что высокая эффективность лечения 
в данном случае была обусловлена некролитическим действием 
ферментов на нежизнеспособные ткани, что способствовало 
прямому контакту антибиотика и возбудителя заболевания. Из- 
вестно, что некротические ткани являются своеобразным барье- 
ром для антибиотиков и могут быть в ряде случаев причиной 
неэффективной антибиотикотерапии. за 

Изучение сочетанного действия антабнотиков и ферментов 
позволило прийти к выводу, что энзиматический протеолиз. спо- 
собствует лучшему контакту противобактериального вещества 
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с микробной клеткой и что именно это обстоятельство повы- 
шает эффективность противомикробной терапии. — 

Эти результаты нашли дальнейшее подтверждение в рабо- 
тах ВеЦгать РнпсюНа (1961), которые показали преимуще- 
ственную активность ь 
Помимо указанного объяснения синергидного денствия антибио- 
тиков и протеолитических ферментов, были высказаны и дру- 
гие. Так, в 1958 году АБаегва!4еп показал, что трипсин разру- 
шает бактериальный фермент пенициллиназу. в 

Некоторые авторы связали большую активность сочетаний 
антибиотиков и ферментов с фармакокинетикой их в макроор- 
ганизме. Так, исследования Мозз (1957) были посвящены 
особенностям распределения в организме экспериментальных 
собак пенициллина при совместной терапии с трипсином. Отме- 
чено, что количество определяемого пенициллина в спинномоз- 
говой жидкости опытных животных было втрое большим, чем 
у контрольных собак, которые получали пенициллин без фер- 
мента. Ряд подобных исследований выполнен в СССРТ. Я. Кив- 
маном с сотр. (1973). Е 

Большой интерес представляют данные о непосредственном 
действии фермента на микробную клетку, что также могло по- 
тенцировать действие антибиотиков. 

В этом направлении работал Епег (1956), который уста- 
новил факт инактивирования протеазами микробных токсинов. 
Некоторые авторы продемонстрировали способность ферментов, 
в частности пепсина, бактерицидно действовать на микроорга- 
низмы (И. Д. Корабельников, 1927). 

Другие исследователи полагают, что ферменты (гидролазы) 
изменяют чувствительность бактерий к антибиотикам. 
В. И. Стручков с соавторами (1970) изучали действие фер- 
ментов животного происхождения (трипсина, химотрипсина, ри- 
бонуклеазы и бактериального препарата дикиназы) на чув- 
ствительность к антибиотикам стафилококков и кишечных 
палочек. Методически эти опыты проводились следующим об- 
разом: в пробирки с раствором фермента и антибиотика добав- 
ляли микробную взвесь, смесь инкубировали в течение 18 ч. За- 
тем определяли чувствительность культур к антибиотикам. Па- 
раллельно определяли антибактериальное действие ферментов. 
В результате проведенных исследований авторы сделали 
вывод, что совместное применение антибиотиков и ферментов 
в опытах ш уНго приводит к снижению антибиотикорезистент- 
ности некоторых микроорганизмов. При изучении непосредствен- 
ного действия химопсина и дикиназы на бактериальные клетки 
палочки синезеленого гноя, кишечной палочки, стафилококка 
не было’ установлено ингибирующего действия на их рост и 
размножение. По мнению авторов, сочетанное действие фер- 


комбинаций трипсина с антибиотиками. 


_ ментов и антибиотиков является потенцирующим, но в этом 


случае не имеет места бактериостатическое или бактерицидное 
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действие самого фермента на Пок 
также, что резистентность микроорг от 
Е | иотикам воз- 
никает значительно медленнее, если последние используют для 
лечения вместе с ферментами. оны | 


А = 

ВЕ. Стеблюком (1973) было установлено, что комбиниро- 
И 
Веки протея повышает я ЕК кишечной, синегноиной 

увствительность микробов к стреп- 
томицину в 4—8 раз. Считают (В. И. Стручков и др., 1970), что 
механизм ингибирующего действия на патогенную микрофлору 
обоих веществ не связан только с улучшением контакта анти- 
биотика и клетки, так как в отсутствие некротических тканей 
ферменты так же потенцируют действие антибиотиков. 

Наиболее перспективными в этом плане явились комбина- 
ции ферментов химопсина, дикиназы с неомицином, стрептоми- 
цином и гликоциклином. Сочетания гликоциклина и дикиназы 
значительно подавляли устойчивость псевдомонад к гликоцик- 
лину. Палочки синезеленого гноя, которые проявляли выражен- 
ную резистентость к бензилпенициллину, после воздействия 
дикиназы и пенициллина заметно снижали устойчивость к ан- 
тибиотику. Исследователями было показано, что ферменты бак- 
териальной природы оказывают больший эффект, чем ферменты 
животного происхождения. 

Проведенное этими же авторами изучение влияния антибио- 
тиков и ферментов на микробные ассоциации показало перспек- 
тивность использования комбинаций пенициллина и химопсина, 
пенициллина и дикиназы, неомицина и дикиназы. Интересен тот 
факт, что под влиянием дикиназы или химотрипсина отмеча- 


лось снижение устойчивости микробных ассоциаций к гликоцик- 
лину, причем непосредственного действия фермента на рост 
культур не наблюдали. .- : 
Представляют интерес результаты исследований, выполнен- 
ные со стафилококками, устойчивыми к ряду антибиотиков, ко- 
торые подвергались действию ферментов в количествах, соот- 
ветствующих разовым лечебным дозам при местном их приме- 
нении (В. И. Стручков и др. 1973). Так, после воздействия 
ферментов 60% исследуемых устойчивых к пенициллину ста- 
филококков стали более чувствительными к пенициллину; по- 
следующее воздействие химопсина или дикиназы а 
к дальнейшему увеличению чувствительности к антибиотику 
ы штаммов. 
о бквь тенденции наблюдали при изучении ария 
ности кишечных палочек после воздействия на них рые > 
ков и ферментов. Определение чувствительности к анти Е 
кам проводили, используя метод диффузии в агар с а 
стандартных дисков. Исследуемые варианты эшерих те 
дали выраженной устойчивостью к стрептомицину и 


В в совместно 
лину. После воздействия протеолитических ферме» 
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с пенициллином чувствительность культур заметно увеличи- 
валась. 

Однако в опытах по влиянию стрептомицина и ферментов на 
чувствительность эшерихий было отмечено значительно мень- 
шее снижение антибиотикоустойчивости, чем в опытах с пени- 
циллином. Сочетанное использование гликоциклина и протеаз 
не дало такого же эффекта, в то же время в ряде случаев под 
воздействием рибонуклеазы имело место снижение чувствитель- 
ности исследуемых штаммов к антибиотику. 

О целесообразности комплексного применения антибиотиков 
и ферментов говорят данные, полученные авторами (В.И. Струч- 
ков и др., 1975) в клинике: в процессе энзимотерапии происхо- 
дит уменьшение числа патогенных штаммов, число плазмокоа- 
гулирующих штаммов стафилококков уменьшалось к концу ле- 
чения с 90% до 22% у больных с трофическими язвами и до 
14% у больных с гнойными ранами. 

Было отмечено, что ферментная терапия больных с острыми 
абсцессами легких приводила к снижению устойчивости микро- 
флоры к антибиотикам; к пенициллину — на 24,1%, к оксацил- 
лину — на 34,1%, к метициллину — на 38,0%, к фурагину К — 
на 28,3%. 

При хронических гнойных заболеваниях легких выраженное 
снижение антибиотикорезистентности микроорганизмов имело 
место при совместной терапии протеолитическими ферментами 
и препаратами нитрофуранового ряда. 

Изучение изменения чувствительности микрофлоры к анти- 
биотикам по годам у больных, лечившихся антибиотиками, пока- 
зало, что через 3 года от начала широкого применения фермен- 
тов на 18—23% уменьшилось число штаммов, устойчивых 
к левомицетину и эритромицину, на 7—11% — устойчивых к мо- 
номицину. 

Было изучено действие п УЙго и ш Ухо левомицетина, нео- 
мицина и грамицидина в сочетании с ферментами микробного 
происхождения террилитином и гигролитином (И. К. Лагерт 
и др., 1975). 

Для изучения подавляющего и бактерицидного действия 
были использованы следующие методические приемы: 

а) определяли число жизнеспособных клеток в среде, содер- 
жащей различные концентрации фермента, антибиотиков и их 
сочетаний; 

6) изучали чувствительность к антибиотикам бактериальных 
клеток, подвергшихся действию различных концентраций фер- 
мента. 

Изучение действия террилитина на различные штаммы грам- 
положительных и грамотрицательных бактерий выявило воз- 
можность подавления размножения и жизнеспособности клеток. 
Однако оно было индивидуальным для каждого штамма и за- 

` висело от продолжительности и условий вегетации. Было от- 


мечено, что террилитин подавляюще действует на ряд штаммов 
золотистого стафилококка. Ин! ибирующее действие выража од 
в течение первых часов инкубации в задержке процесса размно- 
жения или частичной гибели инокулята. В дальнейшем процесс 


размножения ХОТЯ и продолжался, но носил частичный харак- 


вер: =— конечная плотность биомассы значительно уступала плот- 

ности биомассы в контроле. 2 
Несколько иные закономерности были отмечены при изуче- 

нии деиствия террилитина на грамотрицательные бактерии. Воз- 


можность подавления была отмечена в отношении кишечных 
палочек. Однако это действие было значительно менее выра- 
женным, чем в отношении стафилококков. При изучении дей- 


ствия террилитина на штаммы синегнойной палочки и протея 
подавляющего действия фермента отмечено не было. 

Изучение сочетанного действия террилитина с антибиоти- 
ками (левомицетином, грамицидином, эритромицином) на мик- 
роорганизмы выявило возможность увеличения активности 
последних, особенно в отношении стафилококков. В опыте на 
кровяном сгустке отмечали потенцирование действия антибио- 
тика в 2—5 раз, возможно связанное с разжижением сгустка, 
что способствовало лучшему контакту бактериальных клеток 
с ферментом. С другой стороны было показано, что 3-часовая 
инкубация взвеси бактериальных клеток в водно-солевом рас- 
творе гигролитина, концентрации которого не обладали литиче- 
ским действием в отношении микроорганизмов, повышали их 
чувствительность к неомицину. Определение минимальных по- 
давляющих концентраций антибиотика для стафилококков и 
эшерихий, подвергшихся действию фермента, показало, что они 
были в 2—8 раз меньше МПК для исходных штаммов. Однако 
подобное действие не проявилось в отношении псевдомонад и 
протеев. - 

Изучение действия террилитина и гигролитина и их сочетании 
с антибиотиками на ожоги — ПИТ степени эксперименталь- 
ных животных выявило преимущественную активность сочета- 
ний по сравнению с действием каждого из препаратов в отдель- 
ности. В этих экспериментах ожоговую рану обсеменяли ассо- 
циацией бактерий (стафилококк, кишечная палочка и палочка 
синезеленого гноя). Подавление жизнеспособности стафилокок- 
ков отмечали уже через 2—3 дня от начала лечения (террили- 
тин-+-неомицин), на 3—4-е сутки исчезала культура. кишечной 
палочки. В контрольных опытах сроки исчезновения микроорга- 


-низмов были в 2—4 раза ббльшими. В зависимости от дозы 


фермента, антибиотика и выбранных сочетаний абсолютные 
показатели подавления роста культур колебались в широких 
пределах, однако тенденции были сходны: сочетанный препарат 
был эффективнее. 

Экспериментальные данные послужили основанием для со- 
здания лекарственных форм комплексного действия леграферм 
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и неотерриксиновая мазь, которые проходят клиническое изу. 
чение. 

В целом следует отметить, что наши знания о сочетанном 
действии гидролаз и антибиотиков на микрооную клетку носят 
весьма ограниченный характер. Механизмы а - 
изучались. Совершенно очевидно, что для каждого фермента 
и антибиотика или их групп они будут индивидуальны. Рас- 
шифровка механизмов сочетанного действия антибиотиков и 
ферментов на микроорганизмы будет иметь большое значение 
для практической медицины, это — насущная задача сегодняш- 
него дня. - 

Приведенные материалы характеризуют ряд методов, ис- 
пользуемых для борьбы с устойчивой флорой в клинике. Целе- 
сообразность некоторых не вызывает сомнения, другие’ пред- 
ставляются спорными. Очевидно, что применение новых эффек- 
тивных препаратов, к которым чувствительны микроорганизмы, 
было и остается ведущим приемом, возражение против кото- 
рого может быть выдвинуто только в том случае, если арсенал 
новых веществ окажется исчерпанным. Вместе с тем представ- 
ленный в данной главе обзор отчетливо свидетельствует об от- 
сутствии какой-либо схемы лечения инфекционного больного 
или какого-либо препарата, которые были бы разработаны на 
основе нашего знания механизмов резистентности, путей рас- 
пространения этого феномена среди бактерий в окружающей 
среде или в организме больного. Тем более важным представ- 
ляются развитие и практическая реализация тех путей подав- 
ления устойчивости, которые намечены пока в эксперименте и 
приведены выше. Решение подобной задачи отвечает потребно- 
стям современного здравоохранения и может открыть принци- 


пиально новые пути в борьбе с заболеваниями человека мик- 
робной природы. 
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тей преодоления резистентности бактерий к антибиотикам 


Глава У. Предупреждение и преодоление резистентности бактерий к анти- 
биотикам в клинической практике... 
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Дунаевский О. А. Дифференциаль- 
ная диагностика желтух. Л., «Медицина», 
15 л. 

В книге освещаются вопросы дифферен- 
циальной диагностики острого и хрониче- 
ского вирусных гепатитов с новообразова- 
ниями (печени, желчного пузыря, желчных 
путей и поджелудочной железы), холеци- 
ститами, доброкачественными гипербилиру- 
бинемиями, гемолитическими желтухами и 
некоторыми инфекционными — заболева- 
ниями, которые могут сопровождаться жел- 
тухами. 

Дана оценка значения анамнестических, 
клинических, лабораторных, рентгенологи- 
ческих и различных инструментальных мето- 
дов обследования больных при дифферен- 
циальной диагностике этих заболеваний. 

Книга издается в серии «Библиотека 
практического врача». Издание рассчитано 
на инфекционистов. 


и 
и 
г 


ы 


ь ии „——“ 


\ 


Вы 


м 
72% 
> 


лин 


=: *. 
©? я 
и" 


ВСЕГДА 2 
не верьте 
тому что 

кажется, 
верьте з нии 
ТОЛЬКО 


Р1С*СОЕЕАСЕ 


доказательствам. 


